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Neue Verwendung von Adenoviren und dafiir codierenden Nukleinsauren 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von Adenoviren sowie dafiir codierender 
Nukleinsauren und rekombinantes virales Onkoprotein. 



■ Berfo: 



Bei der Behandlung von Tumoren werden derzeit eine Vielzahl von Therapiekonzepten 
lgt. Neben der Verwendung chirurgischer Techniken stehen dabei die Chemotherapie 
und die Strahlentherapie im Vordergrund. All diese Techniken sind jedoch fur den Patienten 
mit nicht unerheblichen Nebenwirkungen verbunden. Mit der Verwendung von 
replikationsselektiven onkolytischen Viren wurde eine neue Plattfonn fur die Behandlung von 
Tumoren geschaffen, Dabei wird eine selektive intratumorale Replikation eines viralen Agens 
herbeigefuhrt, die in der Folge zur Virusreplikation, Lyse der infizierten Tumorzelle und 
Verbreitung des Virus auf benachbarte Tumorzellen ftihrt. Infolge der BeschrSnkung der 
Replikationsfahigkeit des Virus auf Tumorzellen bleibt nonnales Gewebe von der Replikation 
und damit der Lyse durch das Virus verschont. 
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Derzeit finden verschiedene virale Systeme in klinischen Studien mit dem Ziel der Tumorlyse 
Anwendung. Ein Beispiel fur einen derartigen Adenovirus ist dll520 (Onyx-015), der bereits 
erfolgreich in den klinischen Phasen I und II eingesetzt wurde (Khuri, F. et al. Nature 
Medicine 6, 879-885, 2000). Onyx-015 ist ein Adenovirus, bei dem das ElB-55kDA-Gen 
deletiert ist. Diese Modifikation des Adenovirus beruht dabei auf der Beobachtung, dass bei 
Deletion des ElB55kDa-Proteins im adenoviralen Vektor die Replikation und somit die Lyse 
von Zellen mit defektem p53 mdglich ist (Kim, D. et al., Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 17, 
391a, 1998), wobei normale Zellen nicht geschadigt werden. Genauer ist das ElB-55kDa- 
Genprodukt beteiligt an der Inhibierung von p53, dem Transport viraler mRNA und dem 
Abschalten der Proteinsynthese der Wirtszelle. Die Inhibierung von p53 erfolgt dabei durch 

• Ausbilden eines Komplexes aus p53 und dem adenoviral codierten ElB-55kDa Protein 
und/oder Komplex bestehend aus ElB-55kDA und E4orf6. Von p53, codiert von TP53, geht 
ein komplexer regulatorischer Mechanismus aus (Zambetti, G.P. et al., FASEB J. 7, 855-865, 
1993), der u.a. auch dazu fiihrt, dass eine effiziente Replikation von Viren wie Adenoviren in 
der Zelle unterdriickt wird. Das Gen TP 53 ist in etwa 50 % aller menschlichen Tumoren 
deletiert oder mutiert mit der Folge, dass es zu keiner - erwunschten - Apoptose infolge einer 
Chemotherapie oder einer Bestrahlungstherapie kommt imd damit der Erfolg dieser 
Tumorbehandlungen im Normalfall unterbleibt. 

Ein weiteres Konzept tumorlytischer Viren beruht auf der Beobachtung, dass wenn das El A- 
_ P rotein in einer bestimmten Weise deletiert vorliegt bzw. eine oder mehrere Mutationen 
■fMixfweist, welche die Bindung von Rb/E2F und/oder pl07/E2F und/oder pl30/E2F nicht 
beeinflussen, solche Adenoviren den Eintritt der infizierten Zellen in die S-Phase nicht 
induzieren und zur Replikation in Tumorzellen befahigt sind, die kein funktionelles Rb- 
Protein aufweisen. Zudem kann das ElA-Protein am N-Terminus deletiert vorliegen bzw. 
eine oder mehrere Mutationen im Bereich der Aminosaurepositionen 1 bis 76 des E1A- 
Proteins umfassen, urn die Bindung von E1A an p300 zu unterbinden, urn somit eine 
selektivere Replikation in Tumorzellen zu bewerkstelligen. Diese Vorgehensweisen sind 
beispielhaft beschrieben in dem europaischen Patent EP 0 931 830. Beispiele derartiger 
Adenoviren sind AdA24, dl922 - 947, El Ad/01/07 und CB016 (Howe, J. A. et al, Molecular 
Therapy 2, 485-495, 2000; Fueyo, J. et al., Oncogene 19, 2-12, 2000; Heise, C. et al., Nature 
Medicine 6, 11341139, 2001; Balague, C. et al., J. Virol. 75, 7602-7611, 2001). Diese im 
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Stand der Technik bekannten adenoviralen Systeme zur Onkolyse weisen somit bestimmte 
Deletionen im E1A Protein auf, wobei diese Deletion vorgenommen worden war unter der 
Annahme, dass intakte Rb-Proteine bzw. Komplex bestehend aus intaktem Rb-Protein und 
E2F einer effiziente Replikation in vivo entgegenwirken wiirden und urn eine adenovirale 
Replikation in vivo nur in Rb-negativen/mutierten Zellen sicher zu stellen. Diese adenoviralen 
Systeme nach dem Stand der Technik gehen auf E1A zuriick, urn mittels des friihen E2- 
Promotors (engl. E2 early Promotor) und freiem E2F die in vivo Replikation zu steuern 
(Dyson, N. Genes & Development, 12, 2245-2262, 1998). 

Eine weitere Form von tumorlytischen adenoviralen Systemen beruht auf dem Einsatz 
selektiver Promotoren, urn das virale Onkogen E1A spezifisch zu exprimieren, was eine 
selektive Replikation in Tumorzellen erlaubt (Rodriguez, R. et al., Cancer Res. 57, 2559- 
2563, 1997). 

Wie vorstehend beschrieben kommt es bei den verscbiedenen Konzepten adenoviraler 
tumorlytischer Viren auf die Auswahl eines fttr das dem jeweiligen Konzept 
zugrundeliegenden Wirkmechanismus geeigneten zellularen Hintergrundes an. Mit anderen 
Worten, die verschiedenen derzeit bekannten adenoviralen Systeme zur Tumorlyse konnen 
nur bei Vorliegen bestimmter molekularbiologischer Voraussetzungen angewandt werden. 
Dies beschrankt die Anwendung derartiger Systeme auf bestimmte Patientenkollektive. 

in besonderes Problem bei der Behandlung von Tumorerkrankungen stellt sich dann ein, 
wenn die Patienten eine sogenannte klassische Vielfachresistenz (engl. multidrug resistence 
(MDR)) entwickeln, die eine besonders gut untersuchte Resistenzform von Tumoren 
gegenaber Zytostatika darstellt (Gottesman und Pastan, Annu. Rev. Biochem. 62, 385-427, 
1993). Sie beruht auf der Oberexpression des membranstandigen Transportproteins P- 
Glykoprotein, das zu den sogenannten ABC-Transportern gehQrt (Stein, U. et al., JBC 276, 
28562-69, 2001, J. Wijnholds, Novartis Found Symp., 243, 69-79, 2002). Bargou, R. C. et al. 
und Oda, Y. et al (Bargou, R. C. et al., Nature Medicine 3, 447-450, 1997; Clin. Cancer Res. 
4, 2273-2277, 1998) konnten zeigen, dass die Kernlokalisation des humanen 
Transkriptionsfaktors YB-1 unmittelbar an der Aktivierung der Expression des P- 
Glykoproteins beteiligt ist. Weitere Untersuchungen belegen, dass YB-1 durch verschiedene 
StreBbedingungen in den Zellkern gelangt, wie z.B. UV-Bestrahlung, Zytostatika-Applikation 
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(Koike, K. et al., FEBS Lett 17, 390-394, 1997) und Hyperthexmie (Stein, U. et aL, JBC 276, 
28562-69, 2001). Weitere Untersuchungen belegen, dass die nuklare Lokalisation von YB-1 
einen Einfluss auf einen weiteren ABC-Transporter ausubt. Dieser ABC-Transporter wird als 
MRP (engl. multidrug resistance-related protein) bezeichnet und ist mit der Ausbildung des 
sogenannten atypischen, nicht P-Glykoprotein-abhSngigen Vielfachresistenz beteiligt (Stein, 
U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001). 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine technische* Lehre und 
insbesondere ein Mittel bereitzustellen, welches erlaubt, einen Organismus, speziell einen 
menschlichen Organismus bzw. ein Patientenkollektiv spezifisch mit tumorlytisch wirkenden 
Agenzien zu behandeln. Weiterhin ist es eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden 
Aufgabe, ein Mittel bereitzustellen, welches geeignet ist, bei Patienten mit 
Tumorerkrankungen eine Tumorlyse herbeizufiihren, die gegenuber Zytostatika resistent sind, 
insbesondere solche, die eine Vielfachresistenz zeigen. 

Erfindungsgemafi wird die Aufgabe in einem ersten Aspekt gel6st durch die Verwendung 
eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei 
der Virus replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus 
fur ein Onkogen oder Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen in YB-1 Kem-positiven Zellen, bevorzugterweise ein adenovirales 
Gen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, 
rf3 und E3ADP umfasst. 



In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Virus, 
bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, 
wobei der Virus replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der 
Virus fur ein Onkogen oder Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das 
Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 



In einer Ausftihrungsform der beiden erfindungsgemafien Verwendungen ist vbrgesehen, dass 
der Virus, insbesondere der Adenovirus, in Zellen repliziert, die YB-1 im Kern aufweisen. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein E1A ist und/oder das Onkogen das fiir E1A 
codierende Gen und/oder das Onkogenprotein El A ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein El A 
zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Genprodukts fahig ist. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein El A 
zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Genprodukts nicht fahig ist. 

•In einer weiteren Ausfiihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das virale Onkoprotein El A nicht die nuklare Lokalisation von YB-1 
induziert. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Medikament fur Patienten bestimmt ist, deren Zellen Rb-positiv oder 
Rb-negativ sind. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass die Zellen diejenigen Zellen 
sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiligt sind, der mit dem Medikament beeinflusst 
werden soil. 

^^ln einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen Rb-negativ und im Zellkem YB-1 positiv, insbesondere 
unabhangig vom Zellzyklus im Zellkem YB-1 positiv sind. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Medikament fur die Behandlung von Tumoren ist. 

In einer noch weiteren Ausfiihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildenden 
Zellen eine Resistenz, insbesondere Mehrfachresistenz gegen pharmakologische Wirkstoffe, 
bevorzugter Weise Antitumormittel und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen eine Expression, bevorzugterweise eine Uberexpression des 
membranstandigen Transportproteins P-Glykoprotein und/oder von MRP zeigen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen p53-positiv oder p53-negativ sind. 

In einer Ausftihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist vorgesehen, dass 
das Onkogenprotein gegeniiber dem Wildtyp-Onkogenprotein E1A eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die 
ausgewahit ist aus der Gruppe, die Deletionen des Bereichs CR3 und Deletionen des N- 
Terminus imd Deletionen des C-Terminus umfasst. Dabei ist vorgesehen, dass das E1A- 
Onkogenprotein an Rb binden kann. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Onkogenprotein gegeniiber dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder 
mehrere Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in 
der CRl-Region und/oder der CR2-Region ist. Dabei ist vorgesehen, dass das 
Onkogenprotein El A nicht an Rb zu binden in der Lage ist. 

wL'. Ai einer Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist vorgesehen, dass 
^^clas virale Onkogenprotein, insbesondere El A, unter der Kontrolle eines Gewebes- und/oder 
Tumor-spezifischen Promoters steht. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, fur YB-1 codiert. 



In einer noch weiteren Ausftihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass YB-1 unter der Kontrolle eines Gewebe- und/oder Tumor-spezifischen 
Promoters steht. 



B 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemafien Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, fiir mindestens ein Protein codiert, 
das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die E4orf6, E4orf3, E1B55K und adenovirales E3ADP- 
Protein umfasst.. 

In einer altemativen Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen YB-1 im Kern aufweisen, insbesondere die den Tumor oder einen 
Teil davon ausbildenden Zellen YB-1 im Kem aufweisen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemafien Verwendungen ist 
| vorgesehen, dass der Tumor YB-1 im Kern nach Induktion des Transports von YB-1 in den 
Kem enthalt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemafien Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Transport von YB-1 in den Kem ausgelost wird durch zumindest eine 
MaBnahme, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Bestrahlung, Gabe von Zytostatika und 
Hyperthermic umfasst. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemafien 
Verwendungen ist vorgesehen, dass die MaBnahme an einer Zelle, einem Organ oder einem 

> — 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemafien Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewahlt ist aus der Gruppe, die 
AdA24, dl922-947, El Ad/01/07, dill 19/1 131, CB 016, dl520, und Viren, denen ein 
ejqmmiertes virales Onkogen fehlt, das zur Bindung eines funktionellen Rb- 
Tumorsuppressor-Genprodukts f§hig ist, umfasst. 



In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe gelQst durch die Verwendung eines Virus, 
insbesondere des Adenovirus, zur Herstellung eines Medikaments, wobei der Virus, 
insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 tiber die 
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Aktivierung des E2-Late-Prornotors gesteuert wird, bevorzugterweise Uberwiegend (iber die 
Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

In einem vierten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Virus, 
insbesondere der Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, wobei 
der Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 
ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise uberwiegend 
iiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des dritten und/oder vierten Aspekts der vorliegenden 
^^■Erfuidung ist der Adenovirus so ausgebildet wie hierin ofFenbart, insbesondere so, wie er 
ausgestaltet ist, una erfindungsgemaB verwendet zu werden. 

In einem funften Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein virales Onkogenprotein, 
insbesondere ein isoliertes virales Onkogenprotein, wobei dieses die folgenden Eigenschaften 
aufweist: 

a) Transaktivierung mindestens eines viralen Gens in YB-1 Kern-positiven 
Zellen, das ausgewShlt ist aus der Gruppe, die E1B-55K, E3ADP und E4orf6 
und E4orf3 umfasst; und 

m m b) keine Induktion von YB-1 in einem Zellkern, insbesondere in dem Zellkern 

der Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkoprotein El A ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein gegenQber 
dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei 
die Deletion bevorzugt eine solche ist, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Deletion des 
Bereichs CR3, Deletion des N-Terminus und Deletion des C-Terminus umfasst. 
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In einer Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, dass die Induktion durch das virale Onkogenprotein 
unterbleibt, wenn E4orf6 und/oder E1B 55 kD nicht in der den Zellkern aufweisenden Zelle 
vorhanden ist/sind. 

Dabei ist vorgesehen, dass das virale Onkpgenprodukt an Rb zu binden in der Lage ist. 

In einer alternativen Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein eine 
oder mehrer Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche 
in der CR1 -Region und/oder der CR2-Region des ElA-Onkogenproteins ist Dabei ist 
vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

^^^In einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines viralen 
Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralen Replikationssystems, umfassend eine 
Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB 
verwendet wird, codiert, und umfassend eine Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die 
Nukleinsaure des Helfervirus eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur YB-1 codiert. 

In einer Ausfiihrungsfonn ist vorgesehen, dass die virale Nukleinsaure, insbesondere die 
adenovirale Nukleinsaure, und/oder die Nukleinsaure des Helfervirus als replizierbarer Vektor 
vorliegt. 

m M\ einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure codierend 
^^nlr einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, zur 

Herstellung eines Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fur die 

Behandlung von Tumoren. 

In einer Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oder 
Teile davon ausbildenden Zellen, eine Resistenz, insbesondere eine Mehrfachresistenz gegen 
pharmakologische Wirkstoffe, bevorzugterweise Antitumormittel, und bevorzugtererweise 
Zytostatika, aufweisen. 

In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure, die fiir 
einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, 



BQflMANN & LOOSEN 

10 



codiert, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, wobei der Virus 
replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus fiir ein 
Onkogen oder Onkogenprodukt codiert, das zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein 
adenovirales Gen transaktiviert in YB-1 Kern-positiven Zellen, wobei das Gen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst 

In einem neunten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung einer Nukleinsaure, 
die fur einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, 
codiert zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die 
Replikation durch YB-1 uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, 
^^^bevorzugterweise tiberwiegend uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors. 

In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung einer Nukleinsaure, 
die fiir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, 
codiert, zur Replikation in Zellen, wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation 
durch YB-1 uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise 
uberwiegend uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

In einem elften Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Vektors 
umfassend eine der vorstehend beschriebenen Nukleinsaure, zur Verwendung gemaB dem 
ersten oder zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung. 

m 

^^Tn einem zwolften Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines mit YB-1 
wechselwirkenden Mittels zur Charakterisierung von Zellen, Zellen eines Tumorgewebes 
oder Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit einem Virus, insbesondere einem 
Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, kontaktiert und/oder behandelt werden 
sollen. 

In einer Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Mittel ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Antikorper, Antikaline, Aptamere, Aptazyme und Spiegelmere umfasst. 

In einem dreizehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung des 
erfindungsgemaBen viralen Onkogenproteins oder einer dafur codierenden Nukleinsaure zur 
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Herstellung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, wie er im Rahmen der 
Verwendungen gemaB dem ersten und zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung verwendet 
wird. 

In einer Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass der Virus eine fur ein Transgen 
codierende Nukleinsaure umfasst. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass der Virus das Translations- 
und/oder das Transkriptionsprodukt eines Transgens umfasst. 

m mln einer bevorzugten Ausftihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Nukleinsaure des 
^^^adenoviralen Replikationssystems und/oder die Nukleinsaure des Helfervirus ein Transgen 
oder eine fur ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst. 

In einer noch weiteren Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass die Nukleinsaure ein 
Transgen oder eine fur ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst. 

In einer alternativen Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Prodruggene, Zytokine, Apoptose-induzierende Gene, 
Tumorsuppressorgene, Gene fur Metalloproteinasen-Inhibitoren und Gene fiir Angiogene- 
^^^tahibitoren umfasst. 

In einer Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Nukleinsauren fur siRNA, fur Aptamere, fur Antisense-Molekiile und fur 
Ribozyme umfasst, wobei die siRNA, die Aptamere, die Antisense-Molekule und/oder die 
Ribozyme gegen ein Zielmolekul gerichtet ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Zielmolektil ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, 
Angiogenese-Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, DNA-Reperaturenzyme, 

Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Metalloproteinasen, 
insbesondere Matrix-Metalloproteinasen, imd Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ 
umfasst In einer Ausfuhrungsform sind die Resistenz-relevanten Faktoren bevorzugt aus der 
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Gruppe ausgewahlt, die P-Glykoprotein, MRP und GST umfasst, und umfassen auch die 
dafur codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die Anti-Apopotose- 
Faktoren ausgewahlt sind aus der Gruppe, die BCL2 umfasst, und umfassen auch die dafur 
codierenden Nukleinsauren. In einer AusfUhrungsform sind die Onkogene ausgewahlt aus der 
Gruppe, die Ras, insbesondere mutiertes Ras, Rb und Myc umfasst, und umfassen auch die 
dafur codierenden Nukleinsauren. In einer AusfUhrungsform sind die Angiogenese-Faktoren 
ausgewahlt aus der Gruppe, die VEGF und HMG-Proteine umfasst, und umfassen auch die 
dafur codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die DNA-Synthese-Enzyme 
ausgewahlt aus der Gruppe, die Telomerase umfasst, und umfassen auch die dafiir 
codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die DNA-Reparaturenzyme 
ausgewahlt aus der Gruppe, die Ku-80 umfasst, und umfassen auch die dafiir codierenden 
Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die Wachstumsfaktoren ausgewahlt aus der 
Gruppe, die PDGF, EGF und M-CSF umfasst, und umfassen auch die dafur codierenden 
Nukleinsauren In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Rezeptoren 
insbesondere solche der Wachstumsfaktoren sind, wobei bevorzugterweise die 
Wachstumsfaktoren aus der Gruppe ausgewahlt sind, die PDGF, EGF und M-CSF umfasst, 
und umfassen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die 
Transkriptionsfaktor ausgewahlt aus der Gruppe, die YB-1 umfasst, und umfassen auch die 
dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die Metalloproteinasen 
insbesondere Matrix-Metalloproteinasen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die 
Matrix-Metalloproteinasen ausgewahlt aus der Gruppe, die MMP-1 und MMP-2 umfasst, und 
assen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfuhrungsform sind die 
Plasminogenaktivatoren vom Urokinase-Typ ausgewahlt aus der Gruppe, die uPa-R umfasst, 
und umfassen auch die dafiir codierenden Nukleinsauren. 



In einer noch weiteren Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Medikament 
weiterhin mindestens eine pharmazeutisch wirksame Verbindung enthalt. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass die pharmazeutisch 
wirksame Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Zytokine, Metalloproteinase- 
Inhibitoren, Angiogenese-Inhibitoren, Cytostatika und Zellzyklus-Inhibitoren umfasst. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die iiberraschende Erkenntnis zugnmde, dass die DNA- 
Replikation von ElA-modifizierten Adenoviren in YB-1 Kem-positiven Tumorzellen auf die 
Aktivierung des E2-late Promotors zurilckzufuhren ist. Unter ElA-modifizierten Adenoviren 
sind dabei solche Adenoviren zu verstehen, die (a) keine Replikation oder eine verglichen mit 
dem jeweiligen Wildtyp verringerte, bevorzugterweise stark verringerte Replikation, in YB-1- 
Kern-negativen Zellen zeigen, (b) transaktivierend auf mindestens ein virales Gen wirken, 
wobei das Gen insbesondere ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB-55kDa, E4orf6, E4orf3 
und E3ADP umfasst, und/oder (c) zellulares YB-1 durch den Adenovirus nicht in den Kem 
transloziert. Optional weisen die erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren die weitere 
Eigenschaft auf, dass nSmlich die Bindung des von dem Adenovirus kodierten El A-Proteins 
|die Bindung von E2F an KB stort bzw. den entsprechenden Komplex aus E2F und Rb 
aufzulosen in der Lage ist. Adenoviren, die eines oder mehrere der vorstehend genannten 
Merkmale a) bis c), bevorzugterweise alle Merkmale a) bis c) aufweisen, sind 
replikationsdefizient in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen. 

In einer Ausfuhrungsform wird unter einer stark verringerten Replikation hierin insbesondere 
eine solche Replikation verstanden, die gegeniiber dem Wildtyp urn den Faktor 2, 
bevorzugterweise um den Faktor 5, bevorzugtererweise um den Faktor 10 und am 
bevorzugtesten um den Faktor 100 verringert ist Dabei wird unter Replikation insbesondere 
die Partikelbildung verstanden. In weiteren Ausmhrungsformen kann jedoch als Mass fur die 
Replikation der Umfang der Synthese viraler Nukleinsaure verstanden sein. Verfahren zur 
lestimmung des Umfanges der Synthese viraler Nukleinsauren sind ebenso wie Verfahren 
zur Bestimmung der Partikelbildung den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. 

Die hierin beschriebenen Erkenntnisse bzw. die Verfahren, Verwendungen oder 
Nukleinsauren, Proteine, Replikationssysteme und dergleichen sind nicht notwendigerweise 
auf Adenoviren beschrankt. Grundsatzlich gibt es auch bei anderen Viren derartige Systeme, 
die hiermit ebenfalls umfasst sind. 



Unter zellulSrem YB-1 soli hierin ein jedes YB-1 verstanden werden, welches von einer Zelle 
codiert und bevorzugterweise auch exprimiert wird, wobei dieses YB-1 in der Zelle 
insbesondere vor der Infektion der betreffenden Zelle mit einem Adenovirus, 
bevorzugterweise einem Adenovirus, und/oder einem Helfervirus, wie hierin beschrieben, 
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vorhanden ist Es ist jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass zellulares YB- 
1 auch ein solches ist, welches erst durch exogene MaBnahmen, wie beispielsweise durch 
Infektion mit einem Virus, insbesondere mit einem Adenovirus, in die Zelle eingefiihrt bzw. 
von dieser produziert wird. 



Ohne im folgenden darauf festgelegt sein zu wollen, geht der vorliegende Erfinder davon aus, 
dass der E2-early Promotor, d. h. der friihe E2-Promotor, im Rahmen der Replikation der 
hierin erfindungsgemaB verwendeten Viren nicht fiber den humanen zellularen E2F- 
Transkriptionsfaktor eingeschaltet wird. Das Einschalten der Replikation ist dabei unabhangig 
vom Rb-Status der Zellen, d.h. dass die Tumorzellen, die unter Anwendung der hierin 
ofFenbarten Viren infiziert und in der Folge bevorzugt lysiert werden, sowohl funktionelle wie 
auch inaktive Rb-Proteine besitzen konnen. Zudem benotigt die adenovirale Replikation unter 
Verwendung der hierin offenbarten Adenoviren bzw. den hierin offenbarten Bedingungen 
kein fiinktionelles p53 Protein, wird jedoch auch durch dessen Vorhandensein nicht nachteilig 
beeinflusst Insoweit wendet sich die technische Lehre von dem mit der Anwendung der 
onkolytischen oder tumorlytischen Adenoviren vom Typ AdA24, (11922-947, ElAd/01/07, 
CB016 oder jener Adenoviren, wie sie beispielsweise im europaischen Patent EP 0 931 830 
beschrieben sind, verfolgten Prinzip ab, bei denen eine und/oder mehrere Deletion(en) im 
El A-Protein vorgenommen worden war(en) unter der Annahme, dass intakte funktionelle Rb- 
Proteine einer effizienten Replikation in vivo entgegenwirken und somit eine adenovirale 
Replikation in vivo nur in Rb-negativen bzw. Rb-mutierten Zellen sicher zu stellen. Diese 
Idenoviralen Systeme nach dem Stand der Technik gehen auf E1A zuriick, um mittels des 
fruhen E2-Promotors (E2-early Promotor) und „freiem E2F" die in vivo Replikation von 
Adenoviren zu steuern. Gleichwohl konnen diese im Stand der Technik bekannten Viren 
erfindungsgemSB verwendet werden, d. h. zur Replikation in Zellen, die YB-1 unabhangig 
vom Zellzyklus im Kem enthalten. 



Die in dem besagten europaischen Patent EP 0 931 830 beschriebenen Viren und 
insbesondere Adenoviren kSnnen dabei erfindungsgemafi verwendet werden. Konkret handelt 
es sich bei den in besagtem Patent beschriebenen Viren um solche, die eine 
Replikaktionsdefizienz aufweisen und denen ein exprimiertes virales Onkoprotein fehlt, das 
zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Genprodukts fahig ist. Der Adenovirus 
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kann dabei insbesondere ein solcher sein, dem exprimiertes virales ElA-Onkoprotein fehlt, 
das zur Bindung eines funktionellen Tumorsuppressor-Genprodukt, insbesondere Rb, fahig 
ist Das virale ElA-Onkoprotein kann dabei eine inaktivierende Mutation aufweisen, 
beispielsweise in der CRl-Domane an den Aminosauren 30 bis 85 in Ad 5, den 
Nukleotidpositionen 697-790, und/oder der CR2-Domane an den Aminosauren 120 bis 139 in 
Ad 5, den Nukleotidpositionen 920 bis 967, welche an der Bindung von pi 05 Rb Protein, 
pl30 mid pi 07 Protein beteiligt sind. Dabei kann auch vorgesehen sein, dass der Adenovirus 
vom Typ 2 dl 3 12 oder Adenovirus vom Typ 5 NT dl 1010 ist. 

Bei der erfindungsgemafien Verwendung von Adenoviren zur Herstellung eines 
tfffip Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fur die Behandlung von 
Tumorerkrankungen, und bei der erfindungsgemafien Verwendung von Adenoviren zur 
Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, erfolgt die Replikation letzten Endes in 
solchen Zellen, die YB-1 im Kem, bevorzugterweise unabhSngig vom Zellzyklus, aufweisen, 
mithin YB-l-Kern-positiv sind. Dabei ist besonders beachtlich, dass die Adenoviren als 
solche in Zellen, die YB-1 nicht im Kern, sondern im Wesentlichen nur im Zytoplasma 
enthalten, nicht oder stark verringert replizieren. Insoweit ist es erforderlich, dass fur eine 
erfoigreiche Replikation dieser Viren YB-1 im Kern vorhanden ist. Dies kann beispielsweise, 
wie auch im Folgenden noch ausgefuhrt werden wird, durch Anlegen solcher Bedingungen an 
die Zellen realisiert werden, dass es zur Expression oder dem Vorhandensein von YB-1 im 
_ K em kommt. Eine entsprechende MaBnahmen kann z. B. die Codierung bzw. Exprimierung 
fiSpon YB-1 durch die erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren sein, die in Erganzung zu den 
^^adenoviralen Genen auch eine genetische Information in sich tragen, die fiir YB-1 und 
insbesondere dessen Expression codiert. Andere MaBnahmen, die zum Transport, zur 
Induktion oder Expression von YB-1 im Kem der Zelle fuhren, sind das Anlegen von 
Stressbedingungen wie beispielsweise die Applikation von Zytostatika, Bestrahlung, 
Hyperthermic und dergleichen an die Zelle bzw. den eine - solche - Zelle enthaltenden 
Organismus. 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung, insbesondere zur Tumorlyse, verwendeten 
Adenoviren zeichnen sich weiterhin dadurch aus, dass sie in solchen Zellen, die YB-1 im 
Kem nicht aufweisen, mithin YB-l-Kem-negativ sind, nicht replizieren. 
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Ein weiteres Merkmal der erfindungsgemaB zu verwendenden Adenoviren besteht darin, dass 
sie fur ein virales Onkoprotein, das hierin auch also Onkogenprotein bezeichnet wird, 
codieren, wobei es sich bei dem Onkogenprotein bevorzugter Weise um E1A handelt, wobei 
das Onkogenprotein in der Lage ist, zumindest ein virales Gen zu aktivieren, welches einen 
Einfluss auf die Replikation des Virus und/oder die Zellyse der von dem Virus infizierten 
Zelle haben kann, Dabei ist bevorzugt, dass der Einfluss auf die Replikation dergestalt ist, das 
der Virus bei Vorhandensein des Onkogenproteins besser repliziert als bei Fehlen des 
Onkogenproteins des jeweilige Virus. Dieser Vorgang wird hierin auch als transaktivierend 
bezeichnet und insbesondere als El A-transaktivierend bezeichnet, wenn die Transaktivierung 
von El A vermittelt wird. Die Bezeichnung „transaktivieren" oder „Transaktivierung" 
m m beschreibt dabei bevorzugt den Vorgang, dass das in Frage stehende virale Onkoprotein auf 
die Expression und/oder auf die Transkription eines anderen oder mehrerer anderer Gene als 
das fur das virale Onkoprotein selbst codierende Gen Einfluss nimmt, d. h. bevorzugterweise 
dessen Expression und/oder Translation steuert, und diese(s) insbesondere aktiviert. Derartige 
virale Gene sind bevorzugter Weise ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP sowie beliebige 
Kombinationen der vorstehend genannten Gene bzw. Genprodukte. 

Ein weiteres, wenngleich bevorzugterweise optionales, Merkmal der erfindungsgemaB zu 
verwendenden Adenoviren ist deren Bindungsverhalten zu bzw. mit dem Tumor-Suppressor 
Rb. Es ist grundsatzlich im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die erfindungsgemaB 
_ verwendeten Adenoviren an Rb binden oder nicht binden konnen. Die Verwendung der 
^Q^eiden alternativen Ausgestaltungsformen der Adenoviren ist dabei unabhangig vom Rb- 
Status der behandelnden Zelle moglich. 

Um E1A die Fahigkeit zu verleihen, nicht an Rb binden zu konnen, sind beispielsweise 
folgende Deletionen am ElA-Onkoprotein moglich: Deletion in der CRl-Region 
(Aminosaurepositionen 30-85 in Ad5) und Deletion der CR2-Region (Aminosaurepositionen 
120-139 in Ad5). Dabei bleibt die CR3-Region erhalten und kann ihre transaktivierende 
Funktion auf die anderen friihen viralen Gene ausiiben. 



Um E1A die Fahigkeit zu verleihen, an Rb binden zu kSnnen, sind dagegen folgende 
Deletionen am ElA-Onkoprotein grundsatzlich moglich: Deletion der CR3-Region 
(Aminosaurepositionen 140-185); Deletion des N-Terminus (Aminosaurepositionen 1-29); 
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Deletion der Aminosaurepositionen 85-119; und Deletion des C-Terminus 
(Aminosaurepositionen 186-289). Die hier aufgeffihrten Bereiche interferieren nicht mit der 
Bindung von E2F an Rb. Die transaktivierende Funktion bleibt erhalten, ist jedoch gegenUber 
vom Wildtyp-Ad5 veningert. 

Derartige im Stand der Technik grundsatzlich bereits bekannte Viren gelten allgemein als 
replikationsdefizient. Es ist jedoch das Verdienst des vorliegenden Erfindes, erkannt zu 
haben, dass sie dennoch zur Replikation in einem geeigneten Hintergrund, ihsbesondere 
einem zellulSren Hintergrund geeignet sind. Ein derartiger geeigneter zellularer Hintergrund 
wird durch das Vorhandensein von YB-1 im Kern, bevorzugterweise eine Zellzyklus- 
unabhSngige Anwesenheit von YB-1 im Kern, bedingt oder bereitgestellt Der Begriff der 
Zellen oder zellularen Systeme, wie hierin verwendet, umfasst dabei Fragmente oder 
Fraktionen von Zellaufschlussen ebenso wie Zellen, die in vitro, in vivo oder in situ 
vorliegen. Ihsoweit umfasst der Begriff zellulare Systeme oder Zellen auch solche Zellen, die 
in einer Zellkultur, Gewebekultur, Organkultur oder in einem Gewebe oder Organ in vivo 
bzw. in situ, isoliert, in Gruppen oder als Teil von Geweben, Organen oder Organismen oder 
aber auch als solches in einem bevorzugterweise lebenden Organismus vorliegen. Bei dem 
Organismus handelt es sich bevorzugter Weise urn einen Wirbeltier-Organismus und 
bevorzugterer Weise um ein Saugetier. Besonders bevorzugterweise ist der Organismus dabei 
ein menschlicher Organismus. 



u; 



aruber hinaus ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auf der Grundlage der 
hierin gegebenen technischen Lehre neue Viren erzeugt werden, die das Replikationsverhalten 
der hierin beschriebenen und im Stand der Technik bekannten Adenoviren in solchen Zellen 
zeigen, die YB-l-Kem-positiv sind. Mit anderen Worten, insbesondere bevorzugterweise 
ausgehend von den bereits bekannten Adenoviren konnen weitere Viren konzipiert werden, 
die die hierin definierten, fur die erfindungsgemSBe Verwendung erforderUchen Merkmale 
aufweisen. 



Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist das modifizierte El A-Onkoprotein der 
verschiedenen, erfindimgsgemaB zu verwendenden Adenoviren in der Lage transaktivierend 
auf die frhhen virale Gene (wie beispielsweise E1B55K, E4orf3, E4orf6, E3ADP) in YB-1 
kernpositiven Zellen zu wirken. Dabei liegt sonst bevorzugterweise keine Veranderung im 
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viralen Genom vor und der entsprechende Adenovirus kann insoweit ansonsten einen 
Adenoviren vom Wildtyp oder Abwandlung davon entsprechen. 

Zu den hierin offenbarten Viren, die fur ein transaktivierendes Onkogenprotein codieren oder 
ein solches umfassen, gehoren beispielsweise die Adenoviren AdA24, dl922-947, 
El Ad/01/07, CB106 und/oder die im europaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen 
Adenovien, die jeweils in der Lage sind, transaktivierend auf die frfihen Gene z.B. E1B, E2, 
E3 und/oder E4 zu wirken, und ist vergieichbar mit Adenovirus vom Wildtyp, iiisbesondere 
vom Wildtyp Ad5 aufweisen. Verantwortlich fur die Transaktivierung ist in diesen Fallen ein 
bestimmter Bereich des El A Proteins. Innerhalb von verschiedenen Adenovirus-Serotypen 
kommen 3 hoch konservierte Bereiche im El A Protein vor. Der Bereich CR1 von 41-80 AS, 
CR2 von 120-139 und CR3 von 140-188 AS. Die transaktivierende Funktion beruht 
hauptsachlich auf das Vorhandensein der CR3-Region im El A Protein. Die AS-Sequenz von 
CR3 liegt in den oben genannten Adenoviren unvercindert vor. Dies fuhrt dazu, dass die 
Transaktivierung der friihen Gene E1B, E2, E3 und E4 unabhangig davon erfolgt, ob YB-1 im 
Kem oder im Zytoplasma vorhanden ist. 

Im rekombinanten Adenovirus dl520 ist dahingegen der CR3-Bereich deletiert worden. Damit 
exprimiert dl520 ein sogenanntes E1A12S Protein, welches nicht die AS-Sequenz der CR3- 
Region aufweist. Dies fiihrt dazu, dass dl520 nur eine ganz schwache transaktivierende 
Funktion austiben kann, insbesondere auf die E2-Region, und somit in YB-1 Kern-negativen 
Hen nicht repliziert. In YB-1 Kern-positiven Zellen ttbernimmt YB-1 die Transaktivierung 
der E2-Region, und ermoglicht somit eine efifziente Replikation dl520. Darauf beruht die 
Verwendung von Systemen wie dl520 bzw. auf der Grundlage von dl520 zu den hierein 
offenbarten Zwecken. Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen beiden vorstehend 
beschriebenen Gruppen von Adenoviren, d. h. delta 24 und dl520 besteht darin, dass bei dl 
520 die fruhen Gene E1B, E3 und E4 starker in YB-1 Kern-positiven Zellen als in YB-1 
Kern-negativen Zellen transaktiviert werden. Bei delta 24 bestehen hingegen keine bzw. nur 
geringfttgige Unterschiede. Die Transaktivierung von dl520 bzw. genauer des E1A12S 
Proteins ist allerdings erheblich schwacher im Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus. Diese 
Transaktivierung reicht allerdings aus, urn eine effiziente Replikation in YB-1 kernpositiven 
Zellen durchzuftihren, wie dies auch in Beispiel 10 gezeigt ist 
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Bei weiteren, neu zu konstruierenden rekombinanten Adenoviren, die hierin auch als 
Abwandlungen bezeichnet werden und die erfindungsgemaB verwendet werden konnen, liegt 
typischerweise eine El -Deletion, eine E1/E3 -Deletion und/oder eine E4-Deletion vor, d. h. 
die ensprechenden Adenoviren sind nicht in der Lage, funktional aktive El- und/oder E3- 
und/oder E4-Expressionsprodukte bzw. entsprechende Produkte zu erzeugen. Es ist im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass das modifizierte ElA-Onkoprotein, E1B-55K, 
E4orf6 und/oder E3ADP (adenoviral death protein (ADP)) (Tollefson, A. et al.,'J. Virology, 
70, 2296-2306, 1996.) in einem solchen Vektor einzeln oder in beliebiger Kombination zur 
Expression gebracht wird/werden. Dabei konnen die einzelnen genannten Gene unabhangig 

• von einander entweder in der El und /oder E3 und/oder E4-Region mit Hilfe eines geeigneten 
Promoters zur Expression gebracht werden. Geeignete Promotoren sind u. a. jene, wie sie 
hierin im Zusammenhang mit der Steuerung bzw. Expression von E1A, insbesondere des 
modifizierten El A, offenbart sind. 

SchlieBlich ist in einer Ausfiihrungsform vorgesehen, dass die erfindungsgemaB verwendeten 
Adenoviren hinsichtlich E1B defizient, insbesondere hinsichtlich E1B 19 kDa-defizient sind. 
Dabei wird hierin allgemein unter dem Begriff defizient ein Zustand verstanden, bei dem E1B 
die im Wildtyp inhSrente Gesamtheit der Eigenschaften nicht aufweist und mindestens eine 
dieser Eigenschaften fehlen. 

•|)ie Adenoviren, wie sie gemafi der hierin ofFenbarten Erfindung verwendet werden, sind 
grundsatzlich im Stand der Technik zumindest in einigen Ausfiihrungsformen bekannt. Bei 
den erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren handelt es sich bevorzugter Weise urn 
rekombinante Adenoviren, insbesondere auch dann, wenn eine Veranderung gegemiber dem 
Wildtyp vorgenommen wurde im Sinne der hierin gegebenen technischen Lehre. Es ist im 
Rahmen der Kenntnisse der Fachleute auf diesem Gebiet, ftir die Erfindung unwesentliche 
adenoviralen Nukleinsauresequenzen zu deletieren bzw. zu mutieren. Derartige Deletionen 
konnen z. B die fur einen Teil der E3 und E4 codierende Nukleinsaure betreffen wie hierin 
auch beschrieben. Bei einer Deletion von E4 ist dabei besonders bevorzugt, wenn sich diese 
nicht auf das Protein E4orf6 erstreckt, mithin der erfindungsgemaB zu verwendende 
Adenovirus E4orf6 codiert. In bevorzugten Ausfiihrungsformen konnen diese adenoviralen 
Nukleinsauren noch in das virale Kapsid verpackt werden und damit infektiose Partikel 





B^JM ANN & LOOSEN 

20 



ausbilden. Gleiches gilt fiir die erfindungsgemaBe Verwendung der NukleinsSuren. Generell 
gilt es auch noch festzuhalten, dass die adenoviralen Systeme hinsichtlich einzelner oder 
mehrerer Expressionsprodukte defizient sein konnen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass dies 
zum einen darauf beruhen kann, dass die fur das Expressionsprodukt codierende Nukleinsaure 
vollstandig oder in dem MaBe mutiert oder deletiert ist, dass im wesentlichen kein 
Expressionsprodukt mehr gebildet wird, oder darauf, dass regulative bzw. die Expression 
steuernde Elemente wie Promotoren oder Transkriptionsfaktoren fehlen oder anders als im 
Wildtyp aktiv sind, sei es auf der Ebene der Nukleinsaure (Fehlen eines Promoters; cis- 
wirkende Element) oder auf der Ebene des Translations- bzw. Transkriptionssystems (trans- 
wirkende Elemente). Gerade der letztere Aspekt kann dabei vom jeweiligen zellularen 
Hintergrund abhangen. 

Neben der Verwendung von an und fiir sich bereits bekannten Adenoviren gemaB der 
vorliegenden Erfindung konnen auch neue Adenoviren in dem Umfang verwendet werden, 
wie dies fur die anderen hierin beschriebenen Adenoviren bereits offenbart ist Die 
erfindungsgemSBen neuen Adenoviren ergeben sich aus der hierin offenbarten technischen 
Lehre. Besonders bevorzugte Vertreter sind dabei beispielsweise die hierin in Fig. 16 und Fig. 
17 dargestellten Viren Xvir03 und Xvir03/01, deren Konstruktionsprinzip auch in den 
Beispielen 11 und 12 weiter veranschaulicht ist. 



•Im Falle des Vektors Xvir03 wurde in den Bereich von El ein CMV-Promotor kloniert, der 
Ke durch eine IRES-Sequenz getrennten Nukleinsauren fiir E1B 55k und E40RF6 codiert. 
Infolge Einklonierung dieser beiden Gene bzw. der daraus hergestellten Genprodukte kommt 
es zu einer Replikationseffizienz, die praktisch derjenigen von Wildtyp-Viren entspricht, 
wobei die Selektivitat der Replikation in Zellen, insbesondere Tumorzellen, insoweit 
beibehalten wird, als dass eine Replikation, insbesondere in YB-l-Kem-positiven Zellen und 
insbesondere in solchen Zellen erfolgt, bei denen YB-1 dereguliert vorliegt. Zellen, in denen 
YB-1 dereguliert vorliegt, sind dabei bevorzugt solche, die eine erhohte Expression von YB- 
1, bevorzugt Kompartiment-unabhSngig, aufweisen verglichen mit nonnalen oder Nicht- 
Tumorzellen. 

Eine Weiterentwicklung des Virus Xvir03 stellt der Virus Xvir03/01 dar, bei dem unter der 
Kontrolle eines spezifischen Promotors, insbesondere eines Tumor- oder Gewebe- 
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spezifischen Promoters, therapeutische Gene oder Transgene in einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform einkloniert sind. Weiterhin ist es im Rahmen eines derartigen Virus, dass 
auch die Region E4 fiinktional inaktiv ist, bevorzugterweise deletiert ist. 




Derartige therapeutische Gene konnen dabei Prodrug-Gene, Gene fur Zytokine, Apoptose- 
induzierende Gene, Tumorsuppressorgene, Gene fur Metalloproteinasen-Inhibitoren und/oder 
Angiogenese-Inhibitoren sein. Ferner konnen siRNA, Aptameren, Antisense und Ribozyme 
exprimiert werden die gegen Krebs-relevante Zielmolekule gerichtet sind. Bevorzugterweise 
ist das einzelne oder die mehreren Zielmolekule aus der Gruppe ausgewahlt, die Resistenz- 
relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, Angiogenese-Faktoren, DNA- 
Synthese-Enzyme, DNA-Reperaturenzyme, Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, 
Transkriptionsfaktoren, Metalloproteinasen, insbesondere Matrix-Metalloproteinasen, und 
Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ umfasst. Bevorzugte Ausfuhrungsformen davon 
sind hierinbereits offenbart. 



Mogliche Prodrug-Gene, wie sie in bevorzugten Ausflihrungsformen verwendet werden 
konnen, sind beispielsweise Cytosine deaminase, Thymidin kinase, Carboxypeptidase, Uracil 
phosphoribosyltransferase; Purin NuMeosid Phosphorylase (PNP); Kim et al, Trends in 
Molecular Medicine, Volume 8, No.4 (Suppl), 2002; Wybranietz W.A. et al., Gene Therapy, 
8, 1654-1664, 2001; Niculescu-Duvaz et al., Curr. Opin. Mol. Therapy, 1, 480.486, 1999; 
Koyama et al., Cancer Gene Therapy, 7, 1015-1022, 2000; Rogers et al., Human Gene 
■herapy, 7, 2235-2245, 1996; Lockett et al., Clinical Cancer Res., 3, 2075-2080, 1997; 
Vijayakrishna et al., J. Pharmacol. And Exp. Therapeutics, 304, 1280-1284, 2003. 

Mfigliche Zytokine, wie sie in bevorzugten Ausftthrungsfonnen verwendet werden konnen, 
sind beispielsweise GM-CSF, TNF-alpha, 11-12, 11-2, 11-6, CSF, Interferon-Gamma; Gene 
Therapy, Advances in Pharmacology, Volume 40, Editor: J. Thomas August, Academic Press; 
Zhang und Degroot, Endocrinology, 144, 1393-1398, 2003; Descamps et al., J. Mol. Med., 
74, 183-189, 1996; Majumdar et al., Cancer Gene Therapy, 7, 1086-1099, 2000. 



Mogliche Apoptose-induzierende Gene, wie sie in bevorzugten Ausfuhrungsformen 
verwendet werden konnen, sind beispielsweise Decorin: Tralhao et al., FASEB J, 17, 464- 
466, 2003; Retinoblastoma 94: Zhang et al., Cancer Res.,63, 760-765, 2003; Bax und Bad: 
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Zhang et al, Hum. Gene Ther., 20, 2051-2064, 2002; Apoptin: Noteborn und Pietersen, Adv. 
Exp. Med. Biol., 465, 153-161, 2000); ADP: Toth et al., Cancer Gene Therapy, 10, 193-200, 
2003; bcl-xs: Sumantran et al., Cancer Res, 55, 2507-2512, 1995; E4orf4: Braithwaite und 
Russell, Apoptosis, 6, 359-370, 2001; FasL, Apo-1 und Trail: Boehringer Manheim, Guide to 
Apoptotic Pathways, Arai et al., PNAC, .94, 13862-13867, 1997; Bims; Yamagucbi et al., 
Gene Therapy, 10, 375-385, 2003; GNR163: Oncology News, 17 Juni, 2000, sind. 

Mfigliche Tumorsuppressor-Gene, wie sie in bevorzugten AusfUhrungsformen verwendet 
werden kdnnen, sind beispielsweise E1A, p53, pl6, p21, p27, MDA-7. Opalka et al., Cell 
Tissues Organs, 172, 126-132, 2002 , Ji et al., Cancer Res., 59, 3333-3339, 1999, Su et al., 
^^Oncogene, 22, 1164-1180,2003. 

Mdgliche Angiogenese-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten AusfUhrungsformen verwendet 
werden konnen, sind beispielsweise Endostatin, angiostatin : Hajitou et al., FASEB J., 16, 
1802-1804, 2002. 



Mdgliche Metalloproteinase-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten AusfUhrungsformen 
verwendet werden konnen, sind beispielsweise Timp-3, Ahonen et al., Mol Therapy, 5, 705- 
715, 2002; PAI-J; Soff et al., J. Clin. Invest., 96, 2593-2600, 1995 ; Timp-1, Brandt K. Curr. 
Gene Therapy, 2, 255-271, 2002. 

HRNA (short interfering RNA) besteht aus zwei, bevorzugt zwei getrennten RNA-StrSngen, 
Tlie infolge Basenkomplementaritat miteinander hybridisieren, d.h. im wesentiichen 
basengepaart vorliegen, und weist bevozugterweise eine Lange von bis zu 50 Nukleotiden 
auf, bevorzugterweise zwischen 18 und 30 Nukleotiden, bevorzugtererweise weiniger als 25 
Nukleotide und am bevorzugtesten 21, 22 oder 23 Nukleotide, wobei sich diese Zahlenwerte 
auf einen Einzelstrang der siRNA, insbesondere auf die Lange des Bereiches eines 
Einzelstranges, der mit einem, genauer dem zweiten Einzelstrang hybridisiert bzw. 
basenpaart, beziehen. siRNA induziert oder vermittelt spezifisch den Abbau von mRNA. Die 
dazu erforderliche Spezifitat wird durch die Sequenz der siRNA und damit ihren Bindungsort 
veimittelt. Die abzubauende Zielsequenz ist dabei im wesentiichen komplementar zu dem 
ersten oder zu dem zweiten die siRNA aufbauenden Strang. Obwohl die genauen 
Wirkmechanismen noch unklar sind, wird vermutet, dass siRNA ftir Zellen eine biologische 
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Strategic darstellt, wahrend der Entwicklung bestimmte Allele zu hemmen und sich vor Viren 
zu schiitzen. Die durch siRNA vermittelte RNA-Interferenz wird ais Verfahren zur 
spezifischen Unterdriickung oder gar volligen Ausschaltung der Expression eines Proteins 
durch Einbringen einer genspezifischen doppelstrSngigen RNA benutzt. Fur hohere 
Organismen ist eine 19 bis 23 Nukleotid lange siRNA deshalb besonders geeignet, weil sie 
nicht zur Aktivierung der unspezifischen Abwehrreaktion, zur sogenannten Interleukin- 
Antwort fuhrt. Die direkte Transfektion von doppelstrangiger RNA aus 21 Nukleotiden mit 
symmetrischen 2-nt 3' OberhMngen konnte eine RNA-Interferenz in Saixgetierzellen 
vermitteln und zeigte im Vergleich zu anderen Technologien wie Ribozymen und Antisense- 
Molekulen eine hohe Effizienz (Elbashir, S. Harborth J. Lendeckel W. Yalvcin, A, Weber K 
Tuschl T: Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured 
mammalian cells. Nature 2001, 411: 494-498). Nur wenige siRNA-Molekttle geniigten, urn 
die Expression des Zielgens zu unterdrucken. Um die Limitierungen exogen zugefuhrter 
siRNA, die insbesondere in der transienten Natur des Ihterferenz-Phanomens und der 
spezifischen Abgabe (engl. delivery) der siRNA-Molekttle liegen, zu umgehen, werden im 
Stand der Technik auch Vektoren eingesetzt, die eine endogene siRNA-Expression erlauben. 
Hierfur werden beispielsweise Oligonukleotide mit einer LSnge von 64 Nukleotiden, die die 
19 Nukleotide lange Zielsequenz einschlieBen, sowohl in sense- als auch in antisense- 
Orientierung, getrennt durch eine beispielsweise 9 Nukleotide lange Spacer-Sequenz, in den 
Vektor eingebaut. Das resultierende Transkript faltet sich zu einer Haamadelstruktur mit einer 
Stammstruktur (engl.: stem) von beispielsweise 19 Basenpaaren. In der Zelle wird die 
ihleife rasch abgespaltet, so dafi eine funktionelle siRNA entsteht (Brummelkamp et al., 
Icience, 296, 550-553, 2002) 



Die Aktivitat von pRb bzw. E2F wird durch Phosphorylierung reguliert. Die 
hypophosphorylierte Form von pRb tritt hauptsachlich in der Gl- und M-Phase auf. Dagegen 
tritt die hypeiphosphorylierte Form von pRb in der S- und G2-Phase auf. Durch die 
Phosphorylierung von pRb wird E2F aus dem Komplex aus E2F und hypophosphoryliertem 
pRb freigesetzt. Die Freisetzung von E2F aus dem Komplex aus E2F und 
hypophosphoryliertem pRb fiihrt zur Transkription von E2F-abhSngigen Genen. Das E1A- 
Protein bindet nur an die hypophosphorylierte Form des pRb, wobei die Bindung von El A an 
pRb hauptsachlich fiber die CR2-Region des El A-Proteins erfolgt. Zudem bindet es auch an 
die CR1 -Region, allerdings mit einer schwacheren Affinitat (Ben-Israel and Kleiberger, 
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Frontiers in Bioscience, 7, 1369-1395, 2002; Helt und Galloway, Carcinogenesis, 24, 159- 
169, 2003). 

Die fur YB-1 codierende Nukleinsaure, die in einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemaB 
zu verwendenden Adenoviren Bestandteil der Adenoviren sein kann, kann dabei eine einen 
Kerntransport von YB-1 vermittelnde Nukleinsauresequenz umfassen. Als Adenoviren bzw. 
adenovirale Systeme und damit die entsprechenden Nukleinsauren konnen im Zusammenhang 
damit und in Kombination mit diesen erfindungsgemaBen Nukleinsauren die 
erfindungsgemaBen Nukleinsauren, Adenoviren und adenoviralen Systeme sowie die im 
Stand der Technik bekannten Adenoviren wie beispielsweise Onyx-015, AdA24, dl922-947, 
k El Ad/01/07, CB016, dl 520 und die im Patent EP 0931 830 beschriebenen Adenoviren 
erwendet werden. Geeignete, den Kerntransport vermittelnde Nukleinsauresequenzen sind 
den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise beschrieben in (Whittaker, G.R. et 
aL, Virology, 246, 1-23, 1998; Friedberg, E.C., TIBS 17, 347, 1992; Jans, D.A. et al., 
Bioessays 2000 Jun; 22(6): 532-44; Yoneda, Y., J. Biocehm. (Tokyo) 1997 May; 121(5): 811- 
7; Boulikas, T., Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr. 1993; 3(3): 193-227; Lyons RH, Mol. Cell 
BioL, 7, 2451-2456, 1987). Bei den Kerntransport vermittelnden Nukleinsauresequenzen 
kfinnen verschiedene Prinzipien verwendet werden. Ein derartiges Prinzip besteht 
beispielsweise darin, dass, dass YB-1 als Fusionsprotein mit einem Signalpeptid ausgebildet 
wird und infolge des Signalpeptids YB-1 in den Zellkem geschleust wird und damit die 
erfindungsgemafie Replikation der Adenoviren erfolgt. 

in weiteres Prinzip, welches bei der Ausgestaltung der erfindungsgemaB verwendeten 
Adenoviren zur Anwendung gelangen kann, besteht darin, dass YB-1 mit einer 
Transportsequenz versehen wird, die dazu fuhrt, dass YB-1, bevorzugter Weise ausgehend 
von einer Synthese im Cytoplasma, in den Zellkem geschleust oder transloziert wird und dort 
die virale Replikation befordert. Ein Beispiel fur eine besonders wirksame, den Kerntransport 
vermittelnde Nukleinsauresequenz stellt die TAT-Sequenz von HTV dar, die neben weiteren 
geeigneten derartigen Nukleinsauresequenzen beispielsweise beschrieben ist in Efthymiadis, 
A., Briggs, LJ, Jans, DA., JBC 273, 1623-1628, 1998. Dabei ist es Rahmen der vorliegenden 
Erfindung, dass die erfindungsgemaB Verwendeten Adenoviren die Nukleinsauresequenzen 
umfassen, die fur die den Kerntransport codierenden Peptide codieren. 
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Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 in vollstSndiger Lange vorliegt, 
insbesondere in einer Form, die dem Wildtyp von YB-1 entspricht. Es ist weiterhin im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 als Derivat, zum Beispiel, in verkurzter oder 
trunkierter Form verwendet wird oder vorliegt. Ein YB-1 -Derivat, wie es im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendet wird, oder vorliegt, ist dabei ein solches, das an den E2 
late-Promotor zu binden in der Lage ist und dadurch die Genexpression von der adenoviralen 
E2-Region aktiviert. Derartige Derivate umfassen insbesondere die hierin offenbarten YB-1- 
Derivate. Weitere Derivate konnen durch Deletion einzelner oder mehrerer Aminosauren am 
N-Terminus, am C-Tenninus oder innerhalb der Aminosauresequenz erzeugt werden. 

^^^^3insichtlich der vorstehend genannten verschiedenen weiteren, von den Adenoviren codierten 
bzw. exprimierten Genen und Genprodukten ist es auch moglich, dass diese in beliebiger 
Kombination codiert bzw, exprimiert werden. 

Jm Rahmen der vorliegenden Erfindung sollen hierin die Begriffe Adenovirus und 
adenovirale Systeme als im wesentlichen die gleiche Bedeutung aufweisend verstanden 
werden. Unter Adenovirus soli dabei insbesondere das vollstSndige Viruspartikel verstanden 
werden umfassend das Kapsid und die Nukleinsaure. Der Begriff adenovirales System stellt 
insbesondere darauf ab, dass die Nukleinsaure gegenuber dem Wildtyp verSndert ist. 
B evorzugt umfassen derartige Anderungen solche im Aufbau des Genoms des Adenovirus 
m lie sie durch Deletieren und/oder Hinzufugen und/oder Mutieren von Promotoren, 
^^^egulativen Sequenzen und/oder codierende Sequenzen wie beispielsweise Leserahmen 
entstehen. Der Begriff adenovirale Systeme wird dariiber hinaus bevorzugt in dem 
Zusammenhang verwendet, dass es sich dabei urn einen Vektor handelt, der beispielsweise in 
der Gentherapie verwendet werden kann. 

Die vorstehend gemachten Ausfuhrungen, einschlieBlich jeglicher Verwendungen sowie die 
Ausbildungen der Adenoviren bzw. adenoviralen Systeme gelten im gleichen MaBe ftir die 
daftir codierenden Nukleinsauren xmd ximgekehrt. 



Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindimg ist es moglich, dass die erfindungsgemSB 
verwendeten Adenoviren bzw. die fur sie codierenden Nukleinsauren eine jede entsprechende 
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adenovirale Nukleinsaure ist, die zu einem Replikationsereignis fUr sich oder in Verbindung 
mit weiteren Nukleinsauresequenzen fuhrt. Dabei ist es mSglich, wie hierin ausgefiihrt, dass 
mittels Helferviren die fur die Replikation erforderlichen Sequenzen und/oder Genprodukte 
bereitgestellt werden. Sofern hierin auf codierende Nukleinsauresequenzen Bezug genoinmen 
wird und es sich dabei um solche Nukleinsauresequenzen handelt, die bekannt sind, ist es im 
Rahmen der Erfindung, dass nicht nur die identische Sequenz verwendet wird, sondern auch 
hiervon abgeleitete Sequenzen. Unter abgeleiteten Sequenzen sollen hierin insbesondere 
solche Sequenzen verstanden sein, die noch zu einem Genprodukt, sei es eine Nukleinsaure 
oder ein Polypeptid, fuhren, das eine Funktion aufweist, die einer oder der Funktion der nicht 
abgeleiteten Sequenz entspricht Dies kann durch einfache, dem Fachmann gelSufige 

•Routinetests festgestellt werden. Ein Beispiel fur derartige abgeleitete Nukleinsauresequenzen 
sind jene Nukleinsauresequenzen, die fur das gleiche Genprodukt, insbesondere fur die 
gleiche Aminosauresequenz kodieren, jedoch infolge der Degeneriertheit des genetischen 
Codes eine andere Basenabfolge aufweisen. 

Hinsichtlich des erfindungsgemaBen adenoviralen Replikationssystems, bzw. deren 
erfindungsgemafie Verwendung ist dabei in einer Ausfuhrungsform vorgesehen, dass die 
adenovirale Nukleinsaure defizient oder modifiziert, wie hierin definiert, fur die Expression 
des Onkogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins ist und das adenovirale 
Replikationssystem weiter eine Nukleinsaure eines Helfervirus umfasst, wobei die 
Nukleinsaure des Helfervirus eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur das Onkogenprotein, 

j^ybesondere das ElA-Protein codiert, welches die folgenden Eigenschaften aufweist bzw. 

^Tem Adenovirus die folgenden Eigenschaften verleiht, namlich dass dieser bevorzugterweise 
nicht replizierend in YB-Kern-negativen Zellen aber sehr wohl in vom Zellzyklus unabhangig 
YB-l-Kem-positiven Zellen replizierend ist, transaktivierend auf mindestens ein virales Gen, 
insbesondere ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und/oder E3ADP, in YB-1 kernpositiven Zellen 
wirkt, und/oder zellulares YB-1 nicht in den Kern transloziert. Es ist im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, dass die hierin beschriebenen Transgene einzeln oder gemeinsam 
von dem Helfervirus codiert und/oder exprimiert werden. 

Weiterhin ist bei einem derartigen erfindungsgemaBen adenoviralen Replikationssystem in 
einer Ausftihrungsform vorgesehen, dass die adenovirale Nukleinsaure und/oder die 
Nukleinsaure des Helfervirus als replizierbarer Vektor vorliegt. 
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Dabei ist es weiter ini Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die fur die Adenoviren, wie 
sie erfindungsgemaB verwendet werden, codierende Nukleinsaure(n) in einem Vektor, 
bevorzugter Weise in einem Expressionsvektor vorliegt/vorliegen und dieser 
Expressionsvektor erfindungsgemaB verwendet wird. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch eine Vektorgruppe 
umfassend mindestens zwei Vektoren, wobei die Vektorgruppe insgesamt ein adenovirales 
Replikationssystem umfasst, wie hierin beschrieben, und die Vektorgruppe erfindungsgemaB 
verwendet wird. Dabei kann vorgesehen sein, dass eine jede Komponente des adenoviralen 

•Replikationssystems auf einem eigenen Vektor, bevorzugter Weise einem Expressionsvektor 
angeordnet ist. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung in einem weiteren Aspekt auch die 
Verwendung einer Zelle, die eine oder mehrere der Nukleinsauren, wie sie fur die 
erfindungsgemSBe Verwendung der hierin beschriebenen Adenoviren, die erfindungsgemaB 
verwendet werden sollen, codiert, und/oder ein entsprechendes adenovirales 
Replikationssystem und/oder einen entsprechenden Vektor und/oder eine erfindungsgemSBe 
Vektorgruppe umfasst, zu denselben Zwecken, wie hierin fur die Adenoviren beschrieben 

Die vorstehend beschriebenen Konstrukte von Adenoviren und insbesondere deren 

•ukleinsauren bzw. die daftir codierenden Nukleinsauren konnen auch in eine Zelle, 
sbesondere eine Tumorzelle, in Teilen eingebracht werden, wobei dann infolge der 
Anwesenheit der verschiedenen Einzelkomponenten diese so zusammenwirken, als stammten 
die Einzelkomponenten von einer einzelnen Nukleinsaure bzw. einem einzelnen oder 
mehreren Adenoviren. 

Die erfindungsgemaB verwendeten, fiir Adenoviren, adenovirale Systeme oder Teile davon 
codierenden Nukleinsauren konnen als Vektoren vorliegen. Bevorzugter Weise handelt es 
sich urn virale Vektoren. Im Falle der adenovirale Nukleinsauren umfassenden Nukleinsauren 
ist das Viruspartikel dabei bevorzugterweise der Vektor. Es ist jedoch auch im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, dass die besagten Nukleinsauren in einem Plasmidvektor vorliegen. 
In einem jeden Fall weist der Vektor Elemente auf, die ftir die Vermehrung der inserierten 
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Nukleinsaure, d. h. Replication und ggf. Expression der inserierten Nukleinsaure sorgen bzw. 
diese steuern. Geeignete Vektoren, insbesondere auch Expressionsvektoren, und 
entsprechende Elemente sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise 
beschrieben in Grunhaus, A., Horwitz, M.S., 1994, Adenoviruses as cloning vectors. In Rice, 
C., Hrsg., Seminars in Virology, London: Saunders Scientific Publications. 

Der oben beschriebenen Ausffihrungsform, dass die verschiedenen Elemente der besagten 
Nukleinsaure nicht notwendigerweise auf nur einem Vektor enthalten sein miissen, tragt der 
Aspekt der Erfindung Rechnung, der die Vektorgruppe betrifft. Eine Vektorgruppe umfasst 
entsprechend mindestens zwei Vektoren. Ansonsten gilt betreffend die Vektoren bzw. die 
V ektorengruppe das hierin allgemein zu Vektoren Ausgeftthrte. 

Die erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren sind durch die verschiedenen hierin 
offenbarten Nukleinsauren bzw. Genprodukte charakterisiert und kdnnen ansonsten all jene 
den Fachleuten auf dem Gebiet bekannten Elemente umfassen, wie dies auch bei Adenoviren 
vom Wildtyp der Fall ist (Shenk, T.: Adenoviridae: The virus and their replication. Fields 
Virology, 3. Auflage, Hrsg. Fields, B.N., Knipe, DM., Howley, P.M. et al., Lippincott-Raven 
Publishers, Philadelphia, 1996, Kapitel 67). 



Die Replikation von Adenoviren ist ein ausgesprochen komplexer Vorgang und greift im 
Regelfalle auf den humanen Transkriptionsfaktor E2F zuriick. Wahrend einer viralen 
fektion werden zunachst die „friihen Gene" El, E2, E3 und E4 exprimiert. Die Gruppe der 
fspaten Gene" ist fur die Synthese der viralen Stnucturproteine verantwortlich. Fur die 
Aktivierung sowohl der fruhen wie auch der spaten Gene spielt die El-Region bestehend aus 
zwei Transkriptionseinheiten E1A und E1B, welche fur verschiedene E1A- und ElB-Proteine 
codieren, eine entscheidende Rolle, da sie die Transkription der E2, E3, E4-Gene induzieren 
(Nevins, J. R, Cell 26, 213-220, 1981). Zudem konnen die ElA-Proteine in ruhenden Zellen 
die DNA-Synthese induzieren und so deren Eintritt in die S-Phase einleiten (siehe Boulanger 
and Blair, 1991). Daraber hinaus interagieren sie mit den Tumorsuppressoren der Rb-Klasse 
(Whyte, P. et al., Nature 334, 124-127, 1988). Dabei wird der zellulare Transkriptionsfaktor 
E2F freigesetzt. Die E2F-Faktoren konnen dann an die entsprechenden Promotorbereiche 
sowohl zellularer wie auch viraler Gene binden (insbesonder an den adenoviralen E2 early 
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Promoter) und die Transkription und somit die Replikation einleiten (Nevins, J. R Science 
258, 424-429, 1992). 

Fur das Einleiten bzw. die Durchiuhrung der Replikation werden insbesondere die Produkte 
der E2-Gene bendtigt, da sie fur drei essentielle Proteine kodieren. Die Transkription der E2- 
Proteine wird durch zwei Promotoren gesteuert, den „E2-Early E2F-abh3ngigen«, hierin auch 
als E2-early Promoter oder fhiher E2-Promotor bezeichnet, und den „E2-late" Promoter 
(Swaminathan und Thimmapaya, The Molecular Repertoire of Adenoviruses EDt Current 
Topics in Microbiology and Immunology,Vol 199, 177-194, Springer Verlag 1995). Zudem 
^spielen die Produkte der E4-Region zusammen mit dem E1A- und ElB-55kDa-Protein eine 
^fcpchtige Rolle fur die Aktivitat von E2F bzw. die Stability von p53. Zum Beispiel wird durch 
^^eine direkte Interaktion des von der E4-Region codierten E4orf6/7-Proteins mit dem 
Heterodimer bestehend aus E2F und DPI der E2-Promoter noch starker transaktiviert 
(Swaminathan und Tliimmapaya, JBC 258, 736-746, 1996 ). Weiterhin wird p53 durch den 
Komplex bestehend aus ElB-55kDa und E4orf6 inaktiviert (Steegenga, W. T. et al., 
Oncogene 16, 349-357, 1998), urn einen erfolgreichen lytischen Jnfektionszyklus durchlaufen' 
zu konnen. Ferner besitzt das ElB-55kDa Protein eine weitere wichtige Funktion insoweit, als 
dass es in Wechselwirkung mit dem E4orf6 Protein den Export der viralen RNA aus dem 
Zellkern fdrdert, wohingegen die zelleigenen RNAs im Kern zuruckgehalten werden (Bridge 
und Ketner, Virology 174, 345-353, 1990). Eine weitere wichtige Beobachtung ist die, dass 
^der Proteinkomplex bestehend aus ElB-55kDa/E4orf6 in den sogenannten „viral inclusion 
Mkdies" lokalisiert ist. Es wird angenommen, dass diese Strukturen Orte der Replikation und 
^transkription darstellen (Ornelles und Shenk, J. Virology 65, 424-429, 1991). 

Weiterhin ist dem vorliegenden Erfinder bekannt, dass ElA-deletierte Viren bei hoheren 
MOI's sehr effizient replizieren konnen (Nevins J. R, Cell 26, 213-220, 1981), die jedoch in 
der klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses Phanomen wird in der Literatur 
als ,31A-like activity" bezeichnet. Ferner war bekannt, dass von den von E1A insgesamt 5 
codierten Proteinen zwei Proteine, namlich das 12S- und das 13S-Protein, die Expression der 
anderen adenoviralen Gene steuem bzw. induzieren (Nevins, J. R., Cell 26, 213-220, 1981; 
Boulanger, P. und Blair, E.; Biochem. J. 275, 281-299, 1991). Dabei hat sich gezeigt, dass 
hauptsachlich die CR3-Region des 13S-Proteins die transaktivierende Funktion austtbt (Wong 
HK und ZifTEB., J Virol., 68, 4910-20, 1994). Adenoviren, die bestimmte Deletionen in der 
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CR1- und/oder CR2-Region und/oder CR3-Region des 13S-Proteins aufweisen, sind 
weitestgehend replikationsdefekt, wirken aber noch bei einzelnen Zelllinien transaktivierend 
auf die viralen Gene bzw. Promotoren, insbesondere auf die E2 Region (Wong HK, Ziff EB., 
J Virol. 68, 4910-20, 1994; Mymryk, J. S. und Bayley, S. T., Viras Research 33, 89-97, 
1994). 

Nach Infektion einer Zelle, typischerweise einer Tumorzelle, mit einem Wildtyp-Adenovirus 
wird YB-1 vermittelt durch E1A, E1B-55K und E4orf6 in den Kern induziert und co- 
lokalisiert mit E1B-55K im Kern in den viral inclusion bodies, was eine effektive Replikation 
des Virus im Zellkern sowohl in vitro als auch in vivo erlaubt. Dabei war bereits fruher 
festgestellt worden, dass auch E4orf6 an E1B-55 K bindet (Weigel, S. und Dobbelstein , M. J. 
Virology, 74, 764-772, 2000; Keith N. Leppard, Seminars in Virology, 8, 301-307, 1998.) und 
somit den Transport bzw. die Verteilung von E1B-55K in den Kern vermittelt, was eine 
optimale Virusproduktion bzw adenovirale Replikation gewahrleistet. Durch das 
Zusammenwirken von E1A, E1B-55K und YB-1 bzw. durch den Komplex aus E1B- 
55K/E4orf6 mit YB-1 und der Kolokalisation von YB-1 und E1B-55K im Kern in den 
sogenannten viral inclusion bodies ist eine erfindungsgemaBe effiziente Replikation des 
Virus, und damit die Verwendung der hierin beschriebenen Viren zur Rephkation in Zellen, 
die YB-l-Kem-positiv sind, bzw. zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandhing von 
Erkrankungen, bei denen YB-l-Kern-positive Zellen beteiligt sind, moglich. Die dadurch vor 
diesem zellularen Hintergrund mogliche Replikation ftihrt zu einer Lyse der Zelle, 
[reisetzung des Virus und Infektion und Lyse benachbarter Zellen, so dass im Falle der 
•ektion einer Tumorzelle bzw. eines Tumors letztlich eine Lyse des Tumors, d.h. eine 
Onkolyse, eintritt 



YB-1 gehort zu einer Gruppe hoch konservierter Faktoren, die an der invertierten CAAT- 
Sequenz, der sogenannten Y-Box, binden. Sie kiJnnen sowohl auf der Ebene der Transkription 
als auch der Translation regulatorisch wirken (Wolffe, A. P. Trends in Cell Biology 8, 318- 
323, 1998). Es werden immer mehr Y-Box-abhSngige Regulationswege bei der Aktivierung 
aber auch bei der Hemmung Wachstums- und Apoptose-assoziierter Gene aufgefunden 
(Swamynathan, S. K. et al.,FASEB J. 12, 515-522, 1998). So interagiert YB-1 direkt mit p53 
(Okamoto, T. et al., Oncogene 19, 6194-6202, 2000), spielt eine wichtige Rolle bei der Fas- 
Genexpression (Lasham, A. et al., Gene 252, 1-13, 2000), MDR und MRP-Genexpression 
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(Stein, U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001; Bargou, R C. et al., Nature Medicine 3, 447-450, 
1997 ) und bei der Aktivierung von Topoisomerasen und Metalloproteinasen (Mertens. P. R. 
et al., JBC 272, 22905-22912, 1997; Shibao, K. et al., Int. J. Cancer 83, 732-737, 1999). 
Zudem ist YB-1 an der Regulation der mRNA-Stabilitat (Chen, C-Y. et al., Genes & 
Development 14, 1236-1248, 2000) und an Reparaturvorgangen beteiligt (Ohga, T. et 
al.,CancerRes. 56, 4224-4228, 1996;). 

Die nukleare Localisation von YB-1 in Tumorzellen fuhrt zu einer El A-unabhangigen viralen 
Replikation (Holm, P. S. et al. JBC 277, 10427-10434, 2002) und im Falle der 
Oberexpression des Proteins YB-1 zu einer multidrug resistance (Vielfachresistenz). Zudem 

•ist bekannt, dass die adenoviralen Proteine wie z. B. E4orf6 und E1B-55K einen positiven 
Effekt auf die virale Replikation ausiiben (Goodrum, F. D. und Ornelles, D. A, J. Virology 73, 
7474-7488, 1999), wobei ein funktionelles E1A Protein flir das Einschalten der anderen 
viralen Genprodukte (z. B. E4orf6, E3ADP und E1B-55K) verantwortlich ist (Nevins J. R., 
Cell 26, 213-220, 1981). Dies unterbleibt jedoch bei den im Stand der Technik bekannten 
El A-minus Adenoviren. Die Kernlokalisation von YB-1 in multidrug resistenten Zellen, die 
YB-1 im Kern aufweisen, erlaubt die Replikation bzw. Partikelbildung von El A-minus Viren. 
Hierbei ist jedoch die Effizienz der viralen Replikation bzw. Partikelbildung im Vergleich 
zum Wildtyp Ad5 urn ein Vielfaches geringer. Eine Kombination von YB-1, welches 
entweder bereits im Zellkem der Tumorzelle enthalten ist, oder durch aufiere Faktoren (z.B. 
Applikation von Zytostatika oder Bestrahlung oder Hyperthermie) in den Zellkern induziert, 

«kh. veranlasst wird, im Zellkern vorhanden zu sein, insbesondere unabhangig vom Zellzyklus 
vorhanden zu sein, oder als Transgen durch einen Vektor eingefuhrt wird, mit einem System, 
bevorzugterweise mit einem adenoviralen System, welches die adenoviralen Gene einschaltet, 
aber nicht zur viralen Replikation fabig ist, stellt demgegenaber uberraschenderweise ein 
System dar, welches eine sehr effektive virale Replikation bzw. Partikelbildung durch YB-1 
vermittelt und damit eine Onkolyse erlaubt. Geeignete Zytostatike sind beispielsweise solche, 
die zu den folgenden Gruppen gehoren: Anthracycline, wie beispieleweise Daunomycin und 
Adriamycin; Alkylanzien, wie beispeislweise Cyclophosphamid; Alkaloide, wie 
beispielsweise Etoposid; Vin-Alkaloide, wie beispielsweise Vincristin und Vinblastin; 
AntimetaboUte wie beispielsweise 5-Fluorouracil und Methrothrexat; Platin-Derivate, wie 
beispielsweise cis-Platin; Topoisomerase-Inhibitoren, wie beispielsweise Camphothecin; und 
Taxane, wie beispielsweise Taxol. Die hierin offenbarten Adenoviren, insbesondere 
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rekombinanten Adenoviren, welche nur in YB- 1 -Kern-positiven Zellen zur Replikation 
befahigt sind, sind in ihrer Fahigkeit, transaktivierend auf die viralen Gene E1B-55K, E4orf6, 
E4orf3 und E3ADP zu wirken, beschrankt, verglichen mit den diesbeziiglichen 
transaktivierenden FMhigkeiten von Adenoviren vom Wildtyp, insbesondere vom Wildtyp 
Ad5. Der vorliegende Erfinder hat nun tiberraschenderweise festgestellt, dass diese 
beschrankte transaktivierende Fahigkeit dadurch aufgehoben werden kann, dass die 
entsprechenden Gene und insbesondere E1B-55K und E4orf6 in Verbindiing mit der 
Kernlokalisation von YB-1 zur Expression gebracht werden. Wie in den Beispielen hierin 
gezeigt wird, erhoht sich die virale Replikation bzw. Partikelbildung unter diesen UmstSnden 
auf ein Niveau, welches vergleichbar ist mit dem RepUkationsverhalten bzw. 
^^^^Partikelbildungsverhalten von Adenoviren vom Wildtyp. 

Bei dem Medikament, im Rahmen dessen oder bei dessen Herstellung die hierin 
beschriebenen Adenoviren erfindungsgemafi verwendet werden, ist vorgesehen, dass dieses in 
der Regel systemisch appliziert wird, gleichwohl es auch im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, wenn dieses lokal appliziert oder abgegeben wird. Die Applikation erfolgt mit 
der Absicht, dass insbesondere jene Zellen mit dem Adenovirus infiziert werden und 
insbesondere darin eine Replikation der Adenoviren erfolgt, bei denen eine Beteiligung, 
bevorzugter Weise kausal, an der Ausbildung eines Zustandes, typischerweise einer 
Erkrankung, vorliegt, zu deren Diagnose und/oder Prevention und/oder Behandlung das 
erfindungsgemaBe Medikament verwendet wird. 

^^^in derartiges Medikament ist bevorzugter Weise fur die Behandlung von 
Tumorerkrankungen vorgesehen. Dabei sind jene Tumorerkrankungen besonders bevorzugt, 
bei denen entweder YB-1 bereits im Zellkem infolge des der Tumorerkrankung 
zugrundeliegenden Mechanismus, insbesondere des zugrundeliegenden pathologischen 
Mechanismus, vorliegt, oder aber durch auBere MaBnahmen die Anwesenheit von YB-1 im 
Zellkem bedingt wird, wobei die MaBnahmen geeignet sind, YB-1 in den Zellkem zu 
transferieren, dort zu induzieren oder dort zu exprimieren. Der Begriff Tumor oder 
Tumorerkrankung soli hierbei sowohl maligne wie benigne Tumoren und entsprechende 
Erkrankungen bezeichnen- Dabei kann vorgesehen sein, dass das Medikament mindestens 
eine weitere pharmazeutisch wirksame Verbindung enthalt. Die Art und der Umfang dieser 
weiteren pharmazeutisch aktiven Verbindungen wird dabei von der Art der Indikation 
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abhangen, fur die das Medikament eingesetzt wird. Im Falle der Verwendung des 
Medikamentes fiir die Behandlung und/oder die Prophylaxe von Tumorerkrankungen werden 
typischerweise Zytostatika, wie beispielsweise cis-Platin und Taxol, Daunoblastin, 
Daunorubicin, Adriamycin und/oder Mitoxantron oder andere der hierin beschriebenen 
Zytostatika oder Gruppen von Zytostatika verwendet. 

Das erfindungsgemaBe Medikament kann dabei in verschiedenen Formulierungen vorliegen, 
bevorzugter Weise in einer fltissigen Form. Weiterhin wird das Medikament Hilfsstoffe wie 
Stabilisatoren, Puffer, Konservierungsstoffe und dergleichen enthalten, die dem Fachmann 
auf dem Gebiet der Galenik bekannt sind. 



m 



er vorliegende Erfinder hat tiberraschenderweise festgestellt, dass die erfindungsgemaBe 
Verwendung der hierin beschriebenen Viren mit besonders groBer Erfolgsrate bei solchen 
Tumoren verwendet werden kann, bei denen YB-1 unabhangig vom Zellzyklus im Zellkern 
vorkommt Normalerweise ist YB-1 im Cytoplasma, insbesondere auch im perinuklearen 
Plasma, vorhanden. In der S-Phase des Zellzyklus findet sich YB-1 im Zellkern von sowohl 
normalen wie auch Tumorzellen. Dies ist jedoch nicht ausreichend, urn eine virale Onkolyse 
unter Verwendimg derartiger attenuierten oder modifizierten Adenoviren zu bewerkstelligen. 
Die im Stand der Technik beschriebene vergleichsweise geringe Wirksamkeit von derartigen 
attenuierten Adenoviren beruht letztlich auf deren fehlerhaften Anwendung. Mit anderen 
Worten, es konnen derartige adenovirale Systeme, insbesondere auch mit einer groBeren 
irksamkeit dort eingesetzt werden, wo die molekularbiologischen Voraussetzungen fur eine 
irale Onkolyse unter Verwendung dieser, hierin beschriebenen attenuierten oder 
modifizierten Adenoviren gegeben sind. Im Falle der hierin erfindungsgemaB zu verwendend 
beschriebenen Adenoviren, wie beispielsweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016, 
dl520 und die im europaischen Patent EP 0 931 830 beschriebenen rekombinanten 
Adenoviren, liegen diese Voraussetzungen bei solchen Tumorerkrankungen vor, deren Zellen 
eine vom Zellzyklus unabhangige Kernlokalisation von YB-1 aufweisen. Diese Form der 
Kernlokalisation kann dabei durch die Art des Tumors selbst bedingt sein, oder aber durch die 
hierin beschriebenen erfindungsgemSBen Agenzien oder Mafinahmen bewirkt werden. Die 
vorliegende Erfindung definiert somit eine neue Gruppe von Tumoren bzw. 
Tumorerkrankungen und damit auch von Patienten, die mit den erfindungsgemaBen Viren, 
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besonders aber auch mit den im Stand der Technik bereits beschriebenen attenuierten oder 
modifizierten Adenoviren, noch wirksam behandelt werden konnen. 

Eine weitere Gruppe von Patienten, die erfindungsgemaB unter Verwendung der hierin als 
erfindungsgemaB zu verwenden beschriebenen, im Stand der Technik als solches wenigstens 
zum Teil bekannten Adenoviren, behandelt werden konnen, insbesondere unter Verwendung 
solcher Adenoviren, die Mutationen bzw. Deietionen im ElA-Protein aufweisen, welche die 
Bindungen von Rb/E2f nicht storen oder aber in YB-l-Kern-negativen Zellen nicht 
replizieren oder eine stark verringerte Replikation, wie hierin definiert und/oder ein deletiertes 
Onkoprotein, insbesondere El A, aufweisen bzw. zeigen, wie beispielsweise im Falle der 

•Viren AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB106 und der im europaischen Patent EP 0931 830 
beschriebenen Adenoviren, sind jene Patienten, bei denen durch Anlegen oder Realisieren 
bestimmter Bedingungen gewahrleistet wird, dass YB-1 in den Kem wandert oder dort 
induziert oder dorthin transportiert wird. Die Verwendung derartiger Adenoviren bei dieser 
Patientengruppe beruht insoweit auf der Erkenntnis, dass die Induktion der viralen 
Replikation auf der Kernlokalisation von YB-1 mit anschlieBender Bindung von YB-1 an den 
E2-late-Promotor beruht. Infolge der hierin offenbarten Erkenntnisse konnen Adenoviren wie 
beispielsweise AdA24, dl922-947, El Ad/01/07, CB106 und/oder die im europaischen Patent 
EP 0931 830 beschriebenen, auch in solchen Zellen replizieren, die YB-1 Kern-positiv sind 
und/oder in Zellen, in den YB-1 dereguliert im Sinne der vorliegenden Erfindung vorliegt. 
I nsoweit konnen diese Adenoviren erfindungsgemaB fur die Behandlung von Erkrankungen 
HBHzw- Patientengruppen verwendet werden, die Zellen mit diesen Eigenschaften aufweisen, 
insbesondere dann, wenn diese Zellen an der Ausbildung der jeweiligen zu behandelnden 
Erkrankung beteiligt sind. Dies begriindet den Erfolg von AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 
CB016 und der im Patent EP 0931 830 beschriebenen Adenoviren bei der erfindungsgemaBen 
Behandlung solcher Tumoren, die YB-1 zellzyklusunabhangig im Kern oder YB-1 dereguliert 
im Sinne der vorliegenden Offenbarung aufweisen. 

Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, wenn einige der den Tumor aufbauenden 
Zellen YB-1 entweder inharent oder nach Induktion bzw. aktivem Einfuhren in den Kem dort 
aufweisen oder aber hinsichtlich YB-1 dereguliert im Sinne der vorliegenden Offenbarung 
vorliegt. Bevorzugterweise sind etwa 5 % oder ein jeglicher Prozentsatz dariiber, d. h. 6 %, 
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7 %, 8 % etc. der den Tumor aufbauenden Zellen derartige YB-1 Kern-positive Zellen oder 
Zellen, in denen YB-1 dereguliert vorliegt. Die Kernlokalisation von YB-1 kann durch Stress 
von auBen bzw. lokal appliziertem Stress induziert werden. Diese Induzierung kann 
beispielsweise durch Bestrahlung, insbesondere UV-Bestrahlung, Anwendung von 
Zytostatika, wie sie unter anderem hierin ebenfalls offenbart sind, und Hyperthermie erfolgen. 
Tm Zusammenhang mit Hyperthermie ist beachtlich, dass diese zwischenzeitlich sehr 
spezifisch, insbesondere Srtlich spezifisch, realisiert werden kann und somit ebenfalls 
spezifisch einen Kerntransport von YB-1 in den Zellkern bedingen kann und infolgedessen 
die Voraussetzungen fur eine Replikation des Adenovirus und damit einer Zell- und 
Tumorlyse, die bevorzugt lokal beschrankt erfolgt, gegeben sind (Stein U, Jurchott K, 

•Walther W, Bergmann S, Schlag PM, Royer HD. J Biol Chem. 2001,276(30):28562-9; Hu Z, 
Jin S, Scotto KW. J Biol Chem. 2000 Jan 28; 275(4):2979-85; Ohga T, Uchiumi T, Makino 
Y, Koike K, Wada M, Kuwano M, Kohno K. J Biol Chem. 1998, 273(1 l):5997-6000). 

Das erfindungsgemaBe Medikament wiirde somit auch an solche Patienten und 
Patientengruppen verabreicht werden bzw. ware fur solche bestimmt, bei denen durch 
geeignete Vorbehandlungen oder gleichzeitige Behandlung ein Transport von YB-1, 
insbesondere in die entsprechenden Tumorzellen, bedingt werden wiirde. 

Auf der Grundlage dieser technischen Lehre ist es fur den Fachmann im Rahmen seiner 
Fahigkeiten, geeignete Modifikationen insbesondere von E1A vorzunehmen, die 

•ispielsweise Deletionen oder Punktmutationen umfassen konnen, urn so verschiedene 
lsfuhrungsformen der im Rahmen der erfindungsgemaBen Verwendung einsetzbaren 
Adenoviren zu erzeugen. 

Wie bereits vorstehend ausgefiihrt, sind die erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren in der 
Lage, in solchen Zellen bzw. zellulSren Systemen zu replizieren, die YB-1 im Kern 
aufweisen. Fur die Frage, inwieweit die erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren zur 
Replikation imd damit zur Tumorlyse in der Lage sind, ist der Status der Zellen hinsichtlich 
des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins von Rb, d. h. des Retinoblastom- 
Tumorsupressor-Produktes, unabhSngig. Weiterhin ist es im Rahmen der erfindungsgemafien 
Verwendung der besagten Adenoviren nicht erforderlich, auf den p53-Status der infizierten, 
zu infizierenden oder zu behandelnden Zellen abzustellen, da bei Verwendung der hierin 
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offeribarten adenoviralen Systeme im Zusammenhang mit YB-l-Kem-positiven Zellen, d.h. 
Zellen, die unabhangig vom Zellzyklus YB-1 im Kern aufweisen, dieser ebenso wie der Rb- 
Status auf das Replikationsgeschehen des Adenovirus keinen Einfluss fur die Ausfiihrung der 
hierin offenbarten technischen Lehre hat 

Das Onkogen bzw. Onkogenprotein, insbesondere E1A, kann dabei entweder unter der 
Kontrolle der eigenen natiirlichen adenoviralen Promotoren stehen und/oder aber Qber einen 
Tumor- oder Gewebe-spezifischen Promotor gesteuert werden. Geeignete nicht-adenovirale 
Promotoren kOnnen ausgewahlt sein aus der Gruppe, die Cytomegalovirus-Promotor, RSV- 
(Rous sarcoma Virus) - Promotor, Adenovirus-basierender Promotor Va I und den nicht- 
^^viralen YB-1 -Promotor (Makino Y. et al., Nucleic Acids Res. 1996, 15, 1873-1878) umfasst. 
Weitere Promotoren, die im Zusammenhang mit einem jeden Aspekt der hierin offenbarten 
Erfindung verwendet werden konnen, stellen der Telomerase-Promotor, der Alpha- 
Fetoprotein (AFP)-Promotor, der Caecinoembryonic Antigen Promotor (CEA) (Cao, G., 
Kuriyama, S., Gao, J., Mitoro, A., Cui, L., Nakatani, T., Zhang, X., Kikukawa, M., Pan, X., 
Fukui, H., Qi, Z. Int. J. Cancer, 78, 242-247, 1998), der L-Plastin-Promotor (Chung, L, 
Schwartz, PE., Crystal, RC, Pizzomo, G, Leavitt, J., Deisseroth, AB. Cancer Gene Therapy, 
6, 99-106, 1999), Argenin-Vasopressin-Promotor (Coulson, JM, Staley, J., Woll, PJ. British J. 
Cancer, 80, 1935-1944, 1999), E2f-Promotor (Tsukada et al. Cancer Res., 62, 3428 - 3477), 
Uroplakin II Promotor (Zhang et al., Cancer Res., 62, 3743-3750, 2002) und der PSA- 
Promotor (Hallenbeck PL, Chang, YN, Hay, C, Golightly, D., Stewart, D., Lin, J., Phipps, S., 

•Ihiang, YL. Human Gene Therapy, 10, 1721-1733, 1999) dar. Femer stellt der in der 
eutschen Patentanmeldung DE 101 50 984.7 beschriebenen YB-1 abhangigen E2-late- 
Promotor von Adenoviren einen Promotor dar, wie er im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
verwendet werden kann. 

Hinsichtlich des Telomerase-Promotors ist bekannt, dass dieser in humanen Zellen von 
zentraler Bedeutung ist. So wird die Telomeraseaktivitat durch die transkriptionelle Kontrolle 
des Telomerase reverse Transkriptase-Gens (hTERT), welches die katalytische Untereinheit 
des Enzyms darstellt, reguliert Die Expression der Telomerase ist in 85% der humanen 
Tumorzellen aktiv. Im Unterschied dazu ist sie in den meisten normalen Zellen inaktiv. 
Ausgenommen davon sind Keimzellen und embryonales Gewebe (Braunstein, I. et al., Cancer 
Research, 61, 5529-5536, 2001; Majumdar, A. S. et al., Gene Therapy 8, 568-578, 2001). 
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Genaue Untersuchungen am hTERT-Promotor haben gezeigt, dass Fragmente des Promotors 
von 283 bp bzw. 82 bp vom Mtiationscodon entfemt fur eine spezifische Expression in 
Tumorzellen ausreichend sind (Braunstein L et al.; Majumdar AS et al., aaO). Daher eignet 
sich dieser Promotor bzw. die spezifischen Fragmente, urn eine spezifische Expression eines 
Gens und insbesondere eines Transgens, bevorzugterweise eines hierin offenbarten 
Transgens, nur in Tumorzellen zu erzielen. Der Promotor soli die Expression des 
modifizierten Onkogens, bevorzugt des ElA-Onkogenproteins, nur in Tumorzellen 
erm6glichen. Auch ist die Expression eines Transgens, insbesondere eines solchen, das 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die E4orf6, ElB55kD, ADP und YB-1 umfasst, in einem 
adenoviralen Vektor unter einem dieser Promotoren in einer Ausfuhrungsform vorgesehen. Es 
jst auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass der Leserahmen des transaktivierenden 
ogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins im Leserahmen (engl. „in frame") mit 
einem oder mehreren der Genprodukte des adenoviralen Systems ist. Der Leserahmen des 
transaktivierenden ElA-Proteins kann jedoch auch unabhangig davon sein. 



Hinsichtlich der Eigenschaft der Zellen, zu deren Lyse die hierin beschriebenen Adenoviren 
erfindungsgemaB verwendet werden, ist vorgesehen, dass diese in einer Ausfuhrungsform 
eine Resistenz, bevorzugterweise eine Mehrfach- oder Vielfach-Resistenz zeigen. Resistenz, 
wie hierin verwendet, bezeichnet dabei bevorzugterweise eine Resistenz gegen die hierin 
beschriebenen Zytostatika. Diese Mehrfach-Resistenz geht bevorzugterweise mit der 
Expression, bevorzugter Weise einer Oberexpression, des membranstandigen 
^Kfcransportproteins P-Glycoprotein einher, welches als Marker fur die Bestimmung 
™ ^tsprechender Zellen und damit auch von diesem aufweisenden Tumoren bzw, 
entsprechende Patientengruppen herangezogen werden kann. Der Begriff Resistenz, wie er 
hierin verwendet wird, mnfasst dabei sowohl die auch als klassische Resistenz bezeichnete, 
durch das P-Glycoprotein vermittelte Resistenz, wie auch die auch als atypische Resistenz 
bezeichnete Resistenz, die durch MRP vermittelte oder andere, mcht-P-Glycoprotein 
vermittelte Resistenzen umfasst. Ein weiterer Marker, der mit der Expression von YB-1 
korreliert, ist die Topoisomerase II alpha. Insoweit kann in einem Screenen-Verfahren, urn zu 
bestimmen, ob ein Patient mit den Adenoviren erfindungsgemaB mit Aussicht auf Erfolg 
behandelt werden kann, an Stelle von der bzw. in ErgSnzung zur Bestimmimg von YB-1 im 
Kern die Expression von Topoisomerase II alpha herangezogen werden. Ein Marker, der 
grundsatzlich Shnlich wie das P-Glycoprotein verwendet werden kann, ist MRP, Ein weiterer 
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Marker, zumindest in dem Umfang, als dass colorectrale Karzinomzellen oder Patienten mit 
einem Colorectalcarcinom betroffen sind, ist PCNA (engl. proliferating cell nuclear antigen 
(Hasan S. et al., Nature, 15, 387-391, 2001.), wie beispielsweise beschrieben von Shibao K. et 
al. (Shibao K et al., Lit. Cancer, 83, 732-737, 1999). SchlieBlich ist, zumindest fur den 
Bereich der Brustkrebs- und Osteosarcoma-Zellen die Expression von MDR (engl. multiple 
drug resistance) ein Marker im vorstehend beschriebenen Sinne (Oda Y et al., Clin. Cancer 
Res., 4, 2273-2277, 1998). Ein weiterer moglicher Marker, der erfindungsgemaB verwendet 
werden kann, ist p73 (Kamiya, M., Nakazatp, Y., J Neurooncology 59, 143-149 (2002); 
Stiewe et al., J. Biol. Chem., 278, 14230-14236, 2003). 

•Es ist somit ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass auch jene Patienten unter 
Anwendung der erfindungsgemaBen Verwendung der Adenoviren, wie hierin beschrieben, 
therapiert werden konnen, die ansonsten im medizinisch-klinischen Sinne als „austherapiert" 
gelten und somit eine weitgehende Behandlung der Tumorerkrankung nach den Methoden des 
Standes der Technik mit Aussicht auf Erfolg nicht mehr moglich ist, insbesondere die 
Verwendung von Zytostatika sinnvoller Weise nicht mehr moglich ist bzw. nicht mehr 
erfolgreich durchgefuhrt werden kann im Sinne einer Beeinflussung bzw. Verringerung des 
Tumors. Der Begriff des Tumors bezeichnet hierin allgemein auch eine jegliche Tumor- oder 
Krebserkrankung, die entweder inharent YB-1 im Zellkem enthalt oder aber durch Realisieren 
exogener MaBnahmen, wie hierin offeribart, YB-1 im Zellkem, bevorzugterweise unabhangig 
vom Zellzyklus, aufweist. 

konnen die hierin beschriebenen Viren zur Behandlung grundsatzlich von Tumoren 
verwendet werden, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Brustkrebs, Ovarialkarzinom, 
Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastom, Melanom, kleinzelliges Lungenkarzinom und 
Kolorektalkarzinom umfasst. Weitere Tumoren sind jene, die resistent sind, bevorzugt Gene, 
die mehrfach resistent sind, insbesondere auch solche der vorstehend beschriebenen Gruppe. 

Die Erfindung betriflft in einem weiteren Aspekt auch ein Verfahren zum Screenen von 
Patienten, die mit einem modifizierten Adenovirus, d.h. einem Adenovirus, wie er 
erfindungsgemaB verwendet wird, wie beispielsweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 



B^MANN & LOOSEN 

IIP 39 



CB016 oder die im europaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen Viren, behandelbar sind, 
wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst: 

- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 

- Festellen, ob YB-1 im Kern Zellzyklus-unabhangig lokalisiert ist. 

Anstelle von oder in Erganzung zu YB-1 kann auch das Vorhandensein der vorstehend 
beschriebenen Marker festgestellt werden. 

In dem Falle, dass das Tumorgewebe oder ein Teil davon YB-1 im Zellkern, insbesondere 

•Zellzyklus-unabhangig, lokalisiert aufweist, k6nnen die hierin offenbarten Adenoviren 
erfindungsgemaB verwendet werden. 

hi einer Ausflihrungsfonn des erfindungsgemaBen Verfahrens ist vorgesehen, dass die 
Untersuchung des Tumorgewebes unter Verwendung eines Mittels erfolgt, das ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die AntikSrper gegen YB-1, Aptamere gegen YB-1, Spiegelmere gegen YB-1 
sowie Anticaline gegen YB-1 umfasst. Grundsatzlich die gleichen Mittel konnen fur die 
entsprechenden Marker hergestellt bzw. verwendet werden. Die Herstellung von Antikorpern, 
insbesondere monoklonalen Antikorpern, ist den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. Ein 
weiteres Mittel zum spezifischen Nachweis von YB-1 oder den Markern stellen Peptide dar, 
die mit hoher Affinitat an ihre Zielstrukturen, im vorliegenden Falle YB-1 oder die besagten 

•arker, binden. hn Stand der Technik sind Verfahren bekannt, wie beispielsweise phage- 
splay, um derartige Peptide zu erzeugen. Dabei wird typischerweise von einer Peptid- 
Bibliothek ausgegangen, wobei die einzelnen Peptide eine Lange von etwa 8 bis 20 
Aminosauren aufweisen und die GroBe der Bibliothek etwa 10 2 bis 10 18 , bevorzugterweise 
10 8 bis 10 15 verschiedene Peptide betragt. Eine spezielle Form von an Zielmolektilen 
bindenden Polypeptiden stellen die sogenannten Anticaline dar, wie sie beispielsweise in der 
deutschen Patentanmeldung DE 197 42 706 beschrieben sind. 

Ein weiteres Mittel zum spezifischen Binden an YB-1 oder die entsprechenden, hierin 
offenbarten Marker und damit zum Nachweis einer Zellzyklus-unabhahgigen Lokalisation 
von YB-1 im Zellkem sind die sogenannten Aptamere, d. h. D-Nukleinsaure, die auf RNA- 
oder DNA-Basis entweder als Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen xmd spezifisch an 
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ein ZielmolekGl binden. Die Herstellung von Aptameren ist beispielsweise beschrieben im 
europaischen Patent EP 0 533 838. Eine Sonderform der Aptamere stellen die sogenannten 
Aptazyme dar, die beispielsweise beschrieben sind von Piganeau, N. et al. (2000), Angew. 
Chem. Int. Ed., 39, Nr. 29, Seiten 4369 - 4373. Dabei handelt es sich urn eine spezielle 
Ausfllhrungsfonn von Aptameren insoweit, als dass sie neben dem Aptameranteil noch einen 
Ribozymanteil aufweisen und nach Bindung oder Freisetzung des an den Aptamerteil 
bindenden Zielmolekuls der Ribozymanteil katalytisch aktiv wird und ein 
Nukleinsauresubstrat spaltet, was mit der Erzeugung eines Signals einhergeht. 

Eine weitere Form der Aptamere stellen sogenannte Spiegelmere dar, d. h. 

•zielmolekulbindende Nukleinsauren, die aus L-Nukleinsauren hergestellt sind. Das Verfahren 
zur Herstellung dieser Spiegelmere ist beispielsweise beschrieben in WO 98/08856. 

Die Probe des Tumorgewebes kann dabei durch Punktion oder durch einen chirurgischen 
Eingriff erhalten werden. Die Feststellung, ob im Kem YB-1 Zellzyklus-unabhangig 
lokalisiert ist, erfolgt dabei hSufig unter Verwendung mikroskopischer Techniken und/oder 
mittels Immunhistoanalyse, typischerweise unter Verwendung von AntikSrpern oder einem 
der weiteren vorstehenden Mitteln. Weitere Verfahren zum Nachweis, dass YB-1 im Kern 
und insbesondere dort Zellzyklus-unabhSngig lokalisiert ist, sind dem Fachmann bekannt. 
Beispielsweise kann bei dem Durchmustern von gegen YB-1 gefarbten Gewebeschnitten die 
Lokalisation von YB-1 leicht erkannt werden. Dabei ergibt sich bereits infolge der Haufigkeit 

• Auftretens von YB-1 im Kem, dass es sich urn eine Zellzyklus-unabhangige Lokalisation 
Kern handelt Eine weitere Moglichkeit zum Zellzyklus-unabhangigen Nachweis von YB- 
1 im Kern besteht in der Durchfuhrung einer Farbung gegen YB-1 und Feststellen, ob YB-1 
im Kem lokalisiert ist, und Durchfuhrung der Bestimmung des Zellstadiums der Zellen. Dies 
bzw. die Detektion von YB-1 kann aber auch unter Verwendung der vorstehend genarmten, 
gegen YB-1 gerichteten Mittel erfolgen. Der Nachweis der Mittel erfolgt dabei durch 
Verfahrensweisen, die den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt sind. Dadurch, dass die 
besagten Mittel spezifisch gegen YB-1 gerichtet sind und insoweit nicht an andere Strukturen 
innerhalb der zu imtersuchenden Probe, insbesondere der Zellen, binden, kann durch eine 
geeignete Markierung der Mittel deren Lokalisierung und infolge der spezifischen Bindung an 
YB-1 auch die Lokalisierung von YB-1 entsprechend nachgewiesen und festgestellt werden.- 
Verfahren zum Markieren der Mittel sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. 



w 
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Die vorliegende Erfindung soli im folgenden anhand der Figuren und Beispiele weiter 
veranschaulicht werden, wobei sich daraus neue Merkmale, Ausfuhrungsformen und Vorteile 
der Erfindung ergeben. Dabei zeigt 



Fig. 1 



den strukturellen Aufbau der adenoviralen Vektoren AdEl/E3-minus 
Adenovirus, Wildtyp-Adenovirus und Adenovirus dl520; 



Fig. 2 



^^Fig.3 



die Bindungsdomanen des El A-Proteins hinsichtlich der Bindung von 
p300,pl07undpl05; 

U20S-Zellen, welche nicht YB-1 im Kern aufweisen, nach Infektion 
mit El-Adenoviren und dl520; 



Fig. 4 257RDB-Zellen, welche YB-1 im Kem aufweisen, nach Infektion mit 

El/E3-minus Adenoviren und Adenovirus dl520; 



Fig. 5 



257RDB-Zellen und U20S-Zellen, nach Infektion mit dem Adenovirus 
dllll9/1131; 



Fig. 6 




das Ergebnis einer EMS A- Analyse, womit belegt wird, dass YB-1 in den 
vielfachresistenten Zellen bzw. Zelllinien 257RDB, 181 RDB, MCF-7Ad- im 
Zellkem vorhanden ist, wohingegen YB-1 in U20S und HeLa-Zellen nicht im 
Kem vorhanden ist; 



Fig. 7 



den strukturellen Aufbau des El A-Proteins vom Wildtyp-Adenovirus, 
von Adenovirus dl520 und Adenovirus dill 19/1 131; 



Fig. 8 ein Balkendiagramm, welches die Replikationseffizienz von Adenoviren bei 

Anwesenheit zusatzlich exprimierter viraler Proteine in Absolutzahlen zeigt; 
und 
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ein Balkendiagramm, welches die Steigerung der Replikationseffizienz von 
Adenoviren bei Anwesenheit zusatzlich exprimierter viraler Proteine zeigt; 

mit U20S-Zellen bewachsene Napfen nach Kristallviolett-Farbung und 
Infektion mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfu/Zelle bzw. Kontrolle (K) ohne Gabe 
von Daunorubicin bzw. mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 

mit HeLa-Zellen bewachsene Napfen nach Kristallviolett-Farbung und 
Infektion mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfu/Zelle bzw. Kontrolle (K) ohne Gabe 
von Daunorubicin bzw. mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 

ein Diagramm des Tumorvolumens ttber die Zeit von Tumoren verscbiedenen 
Ursprungs (RDB257 und HeLa) nach Behandlung mit PBS bzw. dl520; 

Aumahmen von euthanasierten Mausen, die einen Tumor auf der Grundlage 
von RDB257-Zellen entwickelten, nach Behandlung mit PBS bzw. mit 5 x 10 8 
pfu dl520; 

das Ergebnis einer Southern Blot-Analyse eines Zellextraktes (von den sucutan 
gewachsenen Tumoren) von RDB257-Zellen und HeLa-Zellen nach Infektion 
mit dl520; 

ein Balkendiagramm, welches die ReplikationsefBzienz bzw. die 
Partikelbildung von dl520 und Wildtyp-Adenovirus in YB-1 Kem-positiven 
Tumorzellen (257RDB und 181RDB) und YB-1 Kern-negativen Tumorzellen 
(HeLa, U20S) zeigt; 

den strukturellen Aufbau des Adenovirus vom Wildtyp und des adenoviralen 
Vektors AdXvir03; 

den strukturellen Aufbau des adenoviralen Vektors AdXVir03/01; und 
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Fig. 18A/B mit 181RDB-Zellen (Fig. 18A) und 272RDB-Zellen (Fig. 18B) bewachsene 
Napfe nach Kristallviolett-FSrbung und Infektion mit Ad312 (20 pfu/Zelle), 
Xvir03 (5 pfu/Zelle) und Kontrolle (nicht infiziert), wobei die 
Krisstallviolettfarbung fiinf Tage nach Infektion erfolgte. 



Beispiel 1: Strukturen von ElA-Modifikationen, wie sie von den erfindungsgemaB 
verwendeten Adenoviren aufgewiesen werden konnen 

Fig. 1 zeigt den strukturellen Aufbau der adenoviralen Vektoren AdEl/E3-minus, Wildtyp- 
^J^^Vdenovirus und Adenovirus dl520. 

Das Adenovirus AdEl/E3 -minus weist keine funktionalen fur E1A und keine ftir E1B und 
keine ftir E3 codierenden Bereiche auf und dient im Rahmen der durchgefuhrten Experimente 
als Toxizitatskontrolle 

Das Wildtyp-EIA-Gen kodiert ftir insgesamt 5 Proteine, die durch alternatives splicing der 
RNA von E1A hervorgehen. Dabei werden unter anderem zwei unterschiedliche Proteine, 
nSmlich ein 289 AminosSuren groBes Protein und ein 243 Aminosauren groBes Protein 
hergestellt. D1520 kodiert nicht fiir das 289 Aminosaure groBe Protein, da es eine Deletion im 
CR3-Bereich des ElA-Gens aufweist, das zu einem Fehlen des 13S-Genproduktes ftihrt. Der 

•rfindungsgemaB verwendbare Adenovirus dl520 wird xmter Fachleuten als 12S-E1A Virus 
ezeichnet. Der im Stand der Technik bekannte Adenovirus dl347 (Wong und Ziff, J. Virol., 
68, 4910-4920, 1994) ist ebenfalls ein 12S-E1A Virus, der erfindungsgemaB verwendet 
werden kann. 

Innerhalb des 289 Aminosauren groBen Proteins, welches von 13S-E1A niRNA kodiert wird, 
gibt es 3 Bereiche, die bei den unterschiedlichen adenoviralen Subtypen konserviert 
vorliegen. Diese werden als CR1, CR2 und CR3 bezeichnet. Wahrend CR1 und CR2 bei 
beiden ElA-Proteinen (E1A 12S und E1A 13S) vorkommt, d. h. sowohl bei dem 289 
Aminosaure langen wie auch bei dem 243 Aminosaure langen Protein, ist der CR3-Bereich 
nur bei dem groBeren der beiden vorstehend genannten Proteine zu finden. 
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Der CR3-Bereich wird filr die Aktivierung der viralen Gene, insbesondere von E1B, E2, E3 
und E4 benotigt. Viren, die nur das kleinere, 243 Aminosauren lange Protein aufweisen, 
transaktivieren nur sehr schwach die viralen Gene und fiihren keine adenovirale Replikation 
in solchen Zellen durch, die YB-1 nicht im Kern aufweisen. Da YB-1 nur in Tumorzellen im 
Kern vorliegt bzw. nachweisbar ist, eignet sich dieser Vektor, urn eine tumorspezifische 
Replikation zu induzieren. 



M ^^rfon 
^y?^rfor< 



Durch die Deletion von CR3 in dl520 ist dieser Adenovirus nicht in der Lage, zellulares YB-1 
in den Zellkern zu translokalisieren, hierin auch als Translozieren bezeichnet, und somit auch 
nicht in der Lage, in YB-l-Kern-negativen Zellen zu replizieren und stellt damit einen der 
dungsgemaB zu verwendenden Viren dar, wobei dieser Virus die erfindungsgemaB 
rforderliche Transaktivierung aufweist. 



Beispiel2: Wirkmechanismus von Adenoviren in Abhangigkeit des Rb-Status von 
Zellen 

In Fig. 2 sind die Bindungsdomanen des ElA-Proteins hinsichtlich der Bindung von p300, 
pi 07 und pi 05 dargestellt. P300 ist dabei ebenso wie pi 07 ein zellulares Bindungsprotein. 
Die Bindung des Retinoblastoma-Proteins (pRb), ein Tumorsuppressor-Protein, erfolgt tlber 
CR1 und CR2- Studien haben gezeigt, dass pRb und pl07/p300 in Verbindung mit dem 

•pularen Transkriptionsfaktor E2F eine transkriptionelle Regulation austlben. Das Wildtyp 
lA-Protein unterbricht die Bindung von E2F an Rb. Das solchennaBen freigesetzte E2F 
bindet an den E2 early Promoter und induziert dadurch die adenovirale Replikation. 

Es ist im Stand der Technik bekannt, dass bestimmte Deletionen im ElA-Onkoprotein dazu 
fuhren, dass rekombinante adenovirale Vektoren wie die nachstehend genannten vomehmlich 
in Rb-negativen Zellen zur Replikation befihigt ist und erfindungsgemaB verwendet werden 
konnen. Zum Beispiel weist der adenovirale Vektor dl922-947 eine Deletion in der CR2- 
Region auf (AminoSurepositionen 122-129) und der Vektor CB016 Deletionen in den 
Bereichen CR1 (Aminoaurepositionen 27-80) und CR2 (Ammoaurepositionen 122-129). Der 
Vektor El Arf/01/07 weist eine Deletion im CR2-Bereich auf (Aminoaurepositionen 1 1 1-123). 
Durch eine zusatzliche Deletion am N-Tenninus (Aminoaurepositionen 4-25), erfolgt zudem 
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keine Bindung an das Protein p300. Der adenoviral Vektor AdA24 weist eine Deletion in der 
CR2-Region auf (AminoSurepositionen 120-127). Der im Patent EP 0 931 830 beschriebene 
adenovirale Vektor weist Deletionen in dem CR1 und CR2-Bereich auf. 



Der Bindungsmechanismus von E2F/RB und die durch El A vermittelte Freisetzung von E2F 
ist grandlegend verschieden von dem der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden 
Mechanismus. Nicht die Freisetzung von E2F vom Rb-Protein ist, wie im Stand der Technik 
angenommen, ein wichtiger, urn nicht zu sagen der entscheidende Vorgang der adenoviralen 
Replikation, sondem die Kernlokalisation des humanen Transkriptionsfaktors YB-L Dieser 
Transkriptionsfaktor kommt in normalen Zellen fiber den groBten Teil des Zellzyklus 

•ediglich im Zytoplasma vor. Nach Infektion mit einem Adenovirus wird dieser unter 
>estimmten Bedingungen in den Kem induziert oder liegt bei bestimmten zellularen 
Systemen wie bestimmten Tumorerkrankungen, wie z.B. aber nicht darauf beschrankt, 
Brustkrebs, Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastom, Melanom, 
kleinzelliges Lungenkarzinom und Kolorektalkarzinom, bereits im Kem vor. 

Beispiel 3: Infektion von U20S-Zellen 



Pro Schale wurden 100.000 U20S-Zellen ausplattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 
wie in Fig. 3 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die Infektion erfolgte in 

•0 jiL serumfreie DMEM-Medium fiir 1 h bei 37° C. Anschliefiend wurde das 
fektionsmedium entfemt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach 3 
Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer Kristallviolettfarbung. 

Wie aus Fig. 3 ersichtlich zeigen die U20S Zellen, welche YB-1 nicht im Kem aufweisen, 
nach Infektion mit zwei verschiedenen Adenoviren, namlich El/E3-minus Adenovirus und 
Adenovirus dl520, der erfindungsgemaB verwendet werden kann, keine Lyse, wie durch 
Kristallviolettfsirbung der Zellen dargestellt. Dabei wird zunachst das Medium entfernt. 
Anschliefiend werden die Zellen mit Kristallviolett xlberschichtet (50 % ETOH, 3 % 
Formaldehyd, 5 % EssigsSure, 1 % Kristallviolett) und fur 5-10 min bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Danach werden die Platten mit 6 Napfen mit Wasser griindlich gewaschen und bei 
Raumtemperatur getrocknet. 

Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis, dass das 
Vorhandensein von YB-1 erforderlich ist, um die erfindungsgemaB zu verwendenden Viren 
zu einer Lyse von infizierten Zellen zu veranlassen. 



Beispiel 4: Infektion von 257RDB-Zellen 

tf^f r ° S0hale wurden 100 000 257RDB-ZeUen ausplattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 
^^Pvie in Fig. 4 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die Infektion erfolgte in 
500 uL serumfreiem DMEM-Medium fur 1 h bei 37° C. Anschliefiend wurde das 
Infektionsmedium entfemt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt Nach 3 
Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer KristallviolettfaYbung. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Fig. 4 dargestellt Das Adenovirus El/E3-minus Ad5 
zeigt keine Lyse bei niedrigen MOIs (pfu/Zelle) bei Infektion von 257RDB-Zellen, die YB-1 
im Kem aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigt dl520, welcher wie in Beispiel 3 belegt, in YB- 
1-Kern-negativen Zellen nicht repliziert und gleichzeitig mit E1A fur ein im Sinne der 
vorliegenden Erfindung transaktivierendes Onkogenprotein codiert, eine praktisch 
^jjfcollstandige Lyse bei einer MOI (engl. multiplicity of infection) von 40 pfu pro Zelle und 
^^^ne noch ttberwiegende Lyse bei einer MOI von 10 pfu pro Zelle. Daraus ergibt sich, dass dl 
520 und vergleichbare Viren, wie hierin beispielsweise mit dill 19/1 131 oder AdXvir 03 
beschrieben, eine gegeniiber einem El-minus Virus um etwa eine GroBenordnung (etwa 
zehnfach) verringerte MOI erforderlich machen, was deren Eignung zur klinischen 
Anwendung begrflndet. 



Wie in Fig. 7 dargestellt zeichnet sich das ElA-Protein von dl520 dadurch aus, dass der 
Bereich CR3 davon deletiert ist, was zu der fur die erfindungsgemaB e Verwendung des 
Adenovirus erforderlichen Transaktivierung und Replikation in YB-l-Kem-positiven Zellen 
fuhrt. 
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Beispiel 5: Infektion von 257RDB and U20S-ZeIIen mit dI1119/1131 

Wie in Fig. 5 dargestellt komrat es bei Infektion von YB-l-Kem-negativen U20S-Zellen mit 
dem Adenovirus dill 19/1 131, das eine Deletion der Aminosauren 4-138 des ElA-Proteins 
bzw. der dafiir codierenden Nukleinsaure und ein Stop-Codon nach Aminosaure 218 aufweist, 
wodurch das exprimierte verkttrzte ElA-Protein die CR3-Region des vollstandigen E1A- 
Proteins enthalt, bei einer MOI von 20 pfu pro Zelle zu keiner Lyse. Als Negativkontrolle 
wurde ein nicht-infizierter Zellrasen herangezogen. 



^^zel 



Gegensatz dazu zeigt sich unter dem Einfluss von Adenovirus dill 19/1 131 in einem 
r zellularen System wie 257RDB, welches YB-1 im Kern aufweist, d. h. YB-l-Kern-positiv ist, 
bereits bei einer MOI von 20 pfu pro Zelle eine praktisch vollstandige Lyse des Zellrasens. 
Insoweit findet sich auch mit diesem Beispiel ein Beleg ftir die Aussage, dass ein 
modifiziertes ElA-Onkogenprotein, welches, wie in Fig. 7 dargestellt, beispielsweise 
lediglich den CR3-Bereich umfasst und dem der Bereich CR1 sowie CR2 fehlt, die fur die 
erfindungsgemaBe Verwendung von Adenoviren erforderliche Transaktivierung in YB-1- 
Kem-positiven Zellen zeigt, mit der Folge einer viralen Replikation. Der Adenovirus 
dill 19/1 131 stellt somit einen weiteren, erfindungsgemaB verwendbaren Adenovirus dar. 
Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch solche Viren verwendet 
werden konnen, die hinsichthch des CR3-Bereiches wie dll 1 19/1 13 1 ausgebildet sind, jedoch 
Unterschied dazu den Bereich CR1 und/oder CR2 aufweisen. 



Beispiel 6: Nachweis von nuklarem YB-1 bei vielfachresistenten Zellen 

Dem Experiment liegt die Uberlegung zugrunde, das nuklares YB-1 als Transkriptionsfaktor 
an die Y-Box (CAAT-Sequenz) innerhalb des mdrl -Promoters (engl. multiple drug resistance 
promoter) binden sollte. Um dies nachzuweisen, wurde eine sogenannte EMSA-Analyse 
(electrophoretic mobility shift assay) durchgefuhrt. Dabei wird Kernprotein isoliert und 
anschlieBend werden 1-10 ug Protein mit einem kurzen DNA-Fragment (OUgo) zusammen 
bei 37° C inkubiert. Um nuklares YB-1 zu bestimmen, wurde folgendes Oligonukleotid 
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benutzt: mdrl promoter im Unterschied zu U20S (Position -86 bis -67): 
TGAGGCTGATTGGCTGGGCA (die Y-box ist unterstrichen). 

Dieses DNA-Fragment wird zuvor mit einer Kinase am 5'-Ende mit 32 P radiaktiv markiert. 
AnschlieBend erfolgt die Auftrennung in einem nativen Polyacrylamidgel. Falls das Protein 
YB-1 an einer Sequenz am Oligonucleotid binder, ist dies zu erkennen, da ungebundenes 
Oligonukleotid im Gel schneller wandert als das gebundene Oligonucleotid (Holm, P. S. et 
al., JBC 277, 10427-10434, 2002; Bargou, R. C. et al., Nature Medicine 3, 447-450, 1997). 



Wie in Fig. 6 dargestellt, konnte im Rahmen einer EMSA-Analyse gezeigt werden, dass YB-1 
den vielfachresistenten Zellen 257RDB, 181RDB und MCF-7Ad-Zellen im Kern im 
gensatz zu den Zelllinien U20S und HeLa-Zellen vorhanden ist. 




Die in Beispiel 4 und 5 gezeigten Ergebnisse belegen, dass die Adenoviren dl520 und 
dllll9/1131 in YB-l-Kem-positiven Zellen wie z. B. 257RDB im Unterschied zu U205 
replizieren und eine Zellyse induzieren. Dies belegt somit die Aussage der 
erfindungsgemSBen Verwendung der Adenoviren. Weiterhin belegen die Ergebnisse, dass 
bereits eine schwache Transaktivierung der viralen Gene in YB-1- Kern-positiven Zellen im 
Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus durch die modifizierten oder deletierten E1A- 
Genprodukte bei Anwesenheit von YB-1 im Zellkern erfolgreich mit einer Replikation und 
Lyse von derartigen Zellen einhergeht, einschlieBlich beispielsweise von vielfachresistenten 
ellen, und somit die hierin beschriebenen Adenoviren bei der Lyse derartiger Tumoren 
erwendet werden konnen. 



Beispiel 7: Steigerung der Replikationseffizienz von El-minus Adenoviren 

In diesem Beispiel wird die Substitution der frtihen viralen Gene E1B-55K und E4orf6 durch 
Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 und Infektion mit dem El-minus Adenovirus Ad-55K 
gezeigt. Ad-55k ist ein E1/E3 deletiertes Virus, wobei ElB-55k in die El kloniert wurde und 
unter CMV-Kontrolle steht. Diese Substitution wird mit Blick darauf erforderlich, dass 
AdYB-1, d. h. ein Adenovirus, der YB-1 exprimiert, diese firtihen Gene nicht exprimiert und 
der vorliegende Erfinder erkannt hat, dass eine Substitution dieser fruhen Gene in einem 
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Replikationssystem, bei dem YB-1 im Kern vorhanden ist, in der Lage ist, die 
Replikationseffizienz bzw. die Partikelbildungseffizienz in einem Umfang vergleichbar 
derjenigen von Wildtyp-Adenoviren vom Typ Ad5 zu erhdhen. 

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

Transfektion von je 10 s U20S-Zellen mit dem Plasmid pE4orf6 mit Hilfe von Lipofectamin. 
Das Plasmid pE4orf6 tragt die fur das frtthe virale Gen E4orf6 codierende DNA-Sequenz 
unter CMV-Kontrolle. 



^ h m 
V Hprimi 



h nach der Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 wurden die Zellen mit dem YB-1 
ierenden El-minus Adenovirus AdYB-1 (50 pfu/Zelle) und dem El-minus E1B-55K 
Adenovirus Ad-55K (50 pfu/Zelle) infiziert. Ad-55K ist ein El-deletiertes Virus, welches als 
Transgen das virale Gen E1B-55K unter CMV-Kontrolle tragi. 



^Kahl 
™ PForrj 



Anschliefiend wurden die Zellen vom Medium (2ml) 5 Tage nach der Infektion (= post 
infectionem) entfernt Die Freisetzung der viralen Partikel aus den isolierten Zellen erfolgte 
durch dreimaliges alternierendes Einfrieren und Auftauen (engl. thaw/freeze). Anschliefiend 
wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der gebildeten infektifisen Partikel 
(plaque forming units pro ml (pfu/ml)) durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in den Figs. 8 und 9 
dargestellt. Dabei zeigt Figur 8 das Ergebnis des Plaque Assays, dargestellt in absoluten 
len. Die deutlichste Differenz zur Infektion mit AdYB-1 alleine zeigt hierbei die 
kmbination aus Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 und Co-lhfektion mit den beiden 
Viren AdYB-1 und Ad-55K. Fig. 9 zeigt das Ergebnis von Fig. 8, wobei bier die Steigerung 
der Replikationseffizienz als Vielfaches der fur AdYB-1 ermittelten Replikation dargestellt 
ist Die mit Plasmid pE4orf6 transfizierten und anschliefiend mit AdYB-1 und E1B-55K (Ad- 
55K) infizierten Zellen produzierten bis zu 25 mal mehr pfu/ml. 

Aufgrund dieser Ergebnisse kann gefolgert werden, dass die Substitution von E1B-55K und 
E4orf5 die Anzahl der gebildeten Viren (pfu/ml) nach Infektion mit dem El/E3-deletierten 
Adenovirus AdYB-1 urn einen Faktor von bis zu 25 erhfiht. Dabei sind die additiven Effekte 
von E1B-55K und E4orf6 auf die Produktion von plaque forming units (pfu) signifikant 
grower als die Effekte eines der beiden Genprodukte alleine. 
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Kontrollversuche mit einem Plasmid, welches EGFP exprimierte, zeigten deutlich, dass in 
dem gewahlten experimentellen Ansatz nur etwas 10 % der Zellen erfolgreich mit dem 
Plasmid pE4orf6 transfiziert werden konnten. Die Anzahl der in den Zellen gebildeten 
Partikel, die sowohl E1B-55K als auch E4orf6 exprimierten, ist mit der des humanen 
Adenovirustyp 5 (Wildtyp) vergleichbar. Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung 
zugrundeliegende Erkenntnis, dass die Expression von E4orf6 und E1B-55K in Verbindung 
mit der Kernlokalisation von YB-1 in der Lage ist, eine adenoviral? Replikation bzw. 
Partikelbildung, insbesondere von ElA-minus Adenoviren zu bewerkstelligen, die 
vergleichbar derjenigen von Wildtyp Ad5 ist. 




Beispiel8: Verstarkung der Replikation von in YBl-Kern-negativen Zellen nicht 
replizierenden Adenoviren in YB-l-Kern-positiven Zellen nach Gabe von 
Zytostatika 

Im Stand der Technik ist bekannt, dass durch die Zugabe von verschiedenen Zytostatika die 
Kernlokalisation des humane Transkriptionsfaktor YB-1 induziert wird. Wie vom 
vorliegenden Erfinder gefunden, steuert kernlokalisiertes YB-1 die adenoviral Replikation 
mittels Aktivierung des adenoviralen E2-late Promoters. Die {Combination beider Effekte 
kann dazu genutzt werden, urn eine spezifische Tumorlyse herbeizufiihren. 

^jlei der Durchfuhrung der onkolytischen Assays wurde wie folgt vorgegangen. 200.000 
Zellen (HeLa bzw. U20S) wurden je Napf in 6-Napf-Platten ausplattiert. Am nachsten Tag 
wurden 40 ng/ml (Endkonzentration) Daunorubicin zugegeben. Nach 3 Stunden 
Inkubationszeit wurden die Zellen mit 10 bzw. 30 pfu dl520/Zelle infiziert. Anschliefiend 
wurden die Zellen in Zytostatika-freiem Medium incubiert. Nach 3-5 Tagen wurden die 
Zellen mit Kristallviolett angefarbt. 

Wie aus Fig. 10 und 11 ersichtlich, induziert die Zugabe von Daunorubicin die Replikation 
von dl520 durch die Kernlokalisation von YB-1. Somit erzielt dl520 in Verbindung mit dem 
Zytostatikum Daunorubicin einen groCeren tumorlytischen Effekt als Daunorubicin alleine. 
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Beispiel 9: In vivo Tumorlyse durch d!520 

Die in dieser in vivo Studie verwendeten Zellen HeLa (YB-1 Kern-negativ) und 257RDB 
(YB-1 Kem-positiv) werden unter sterilen Zellkulturbedingungen expandiert. Kurz vor der 
Lijektion der Zellen in die Mause (Stamm CDlNuNu), urn einen Tumor subcutan zu setzen, 
werden diese durch Trypsinierung geerntet, in DMEM-Medium (10 % FKS) aufgenommen, 
gezahlt und einmal mit PBS gespult. Anschlieflend werden die Zellen zentrifiigiert, das PBS 
abgesaugt und in fiischem PBS, der gewtinschten Zellzahl entsprechen, portioniert. Die 
subcutan injizierte Zellzahl betrug in dieser Studie je 5xl0 6 Zellen von beiden Zelllinien. Die 

•iektion erfolgt subcutan in eine Flanke der Tiere, wobei die HELA-Zellen in die rechte 
ite und die 257RDB- Zellen in die linke Flankenseite zur besseren Unterscheidung injiziert 
wurden. Das Wachstum der Tumoren wurde zweimal wQchentlich kontrolliert und dabei die 
LSnge und die Breite der Tumoren mit einer Schiebleere gemessen. Daraus wurde das 
Tumorvolumen ttber folgende mathematische Formel berechnet: 

3/4ti * a/2* (b/2) 2 a = LSnge, b = Breite 

Wenn der Tumor ein Volumen von 200 bis 520 mm 3 erreicht hat, wird das Virus bzw. PBS 
als Negativkontrolle intratumoral appliziert. Die zu injizierenden Volumina waren gleich und 
betrugen jeweils 50 |xl. Dies wird an 3 aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt. Die 

•esamtdosis an appliziertem Virus betrug 5xl0 8 pfu. Danach wird das Tumorwachstum 
eiterhin zweimal pro Woche dokumentiert und das Volumen berechnet. Am Ende der Studie 
werden die Mause euthanasiert und die Tumoren fur weitere Analysen entnommen. 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 12 und 13 dargestellt 

Fig. 12 zeigt ein Diagramm, welches das Volumen des Tumors in AbhMngigkeit von der Zeit 
und den verschiedenen Behandlungsschemata darstellt. hn Falle der durch RDB257 
ausgebildeten Tumoren erfolgt bei Injektion von PBS ein signifikantes Wachstum des Tumors 
von ca. 438 mm 3 bis 1466 mm 3 . Unter dem Einfluss des erfindungsgemaB verwendeten 
Vektors dl520 konnte das Tumorwachstum signifikant verringert werden. Ausgehend von 
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einer durchschnittlichen TumorgrQBe von 344 mm 3 erhohte sich die TumorgrSBe lediglich urn 
21 % auf insgesamt 543 mm 3 . 

AIs Kontrolle wurde im vorliegenden Beispiel der Tumor aus HeLa-Zellen verwendet, der 
sich bei Gabe von PBS hinsichtlich seines Wachstums ahnlich verhielt, wie der auf RDB257 
zuriickgehende Tumor bei Gabe von PBS. Mit dl520 behandelte HeLa-Zellen basierte 
Tumoren zeigten einen noch wesentlicheren Anstieg des Tumorwachstums ausgehend 311 
mm 3 bis 1954 mm 3 . 

Fig. 13 zeigt Aufnahmen von euthanasierten NacktmSusen, denen unter Anwendung von 
7 ein Tumor gesetzt wurde. Es ist deutlich zu erkennen, dass nach der 
idungsgemaBen Applikation des Adenovirus dl520 eine signifikante Ruckbildung des 
Tumors eintrat. Im vorliegenden Falle wurde sogar eine Verringerung des Tumorvolumens 
erzielt (Tag 1 nach Applikation des Virus dl520: 515 mm 3 ; Tag 30 nach Applikation des 
Virus dl520: 350 mm 3 . 




Beispiel 10: Southern Blot von Tumor-DNA 

Die DNA wird aus einem Tumorstuck isoliert, welches aus der Mitte des in Beispiel 9 
gesetzten Tumors entnommen worden ist. Fur die Isolierung wird das Dneasy Tissue Kit von 

•er Firma Qiagen benutzt. Die Durchfuhrung der DNA-Isolierung erfolgte nach 
terstellerangaben. Dabei wird die DNA aus den Zellen durch eine alkalische Lyse fireigesetzt. 
AnschlieBend wird isoUerte DNA iiber eine Saule gereinigt. AnschlieBend wird die 
Konzentration der isolierten DNA photometrisch bei 260 nm gemessen. Die Analyse erfolgte 
anhand von 2 ug der DNA-Proben, die mit dem Restriktionsenzym Kpn I 10 Units verdaut 
wurden. Dann erfolgt eine elektrophoretisch Auftreimung der Proben in einem. 0,8%igen 
Agarosegel. AnschlieBend wurde die DNA auf eine Nylonmembran geblottet (Durchfuhrung 
nach dem System von Schleicher & Schuell). Die auf der Membran geblottete DNA wird 
gegen eine spezifische 1501 bp groBe DNA-Sonde hybridisiert Die 1501 bp groBe DNA- 
Sonde bindet spezifisch an das 3369 bp-groBes Kpn I-Fragment innerhalb der E2A- 
codierenden Ad5-Sequenz. Die Sonde wurde zuvor per PCR (Primer:5'- GTC GGA GAT 
CAG ATC CGC GT, 5'- GAT CCT CGT CGT CTT CGC TT) hergestellt und mit M P 
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radioaktiv markiert. AnschlieBend wird die Membran gewaschen und auf eine Filmfolie 
exponiert. 

Das Ergebnis des Southern-Blots der Tumor-DNA ist in Fig. 14 dargestellt. Die Analyse 
belegt, dass nur. dl520 in den resistenten Zellen RDB257 in vitro repliziert, wie in den Spuren 
3, 4 und 5 dargestellt. Spur 1 zeigt als Positivkontrolle Ad-5d, Spur 6, 7 und 8 DNA von 
HeLa-Zellen, die mit dl520 infiziert wurden. Nachdem HeLa-Zellen keine YB-1- 
Kempositivitat zeigen, erfolgte darin keine Replikation des Virus dl520, so dass entsprechend 
die E2A-Sequenz nicht nachgewiesen werden konnte. 



jp weiteres Ergebnis mit dl520 ist in der Fig. 15 dargestellt. Anhand eines Plaque-assays 
le die Partikelbildung (pfu/ml) nach Infektion mit dl520 und Wildtyp-Adenovirus 
untersucht. Dabei werden verscbiedene YB-1 Kern-positive (257RDB und 181RDB) 
Tumorzellen und YB-1 kern-negative Tumorzellen mit dl520 und Wildtyp-Adenovirus 
infiziert. 



Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 



Jeweils 100.000-200.000 Zellen werden in sog. Platten mit 6 NSpfen (engl. 6 well plates) in L 
15-Medium (resistente Zellen) bzw. DMEM (nicht-resistente Zellen) jeweils mit 10 % FKS 
ausplattiert. Nach 24 h erfolgt die Infektion mit dl520 und WT-Adenovirus (10 pfu/Zelle) 3 
■age nach der Infektion (post infectionem) erfolgt die Freisetzung der viralen Partikel aus der 
^ellsuspension (3 ml) durch dreimaliges altemierendes Einfrieren und Auftauen (engl. 
thaw/freeze). AnschlieBend wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der 
gebildeten infektidsen Partikel (plaque forming units pro ml (pfu/ml)) durchgefuhrt. Das 
Ergebnis ist in der Fig. 15 dargestellt. Dabei zeigt das Ergebnis des Plaque Assays, dass dl520 
in den YB-1 Kern-positiven Zellen (257RDB und 181RDB) vergleichbar dem Wildtyp- 
Adenovirus repliziert. Insoweit wird bei der erfindungsgemaBen Verwendung der hierin 
beschriebenen Adenoviren eine Replikationseffizienz vergleichbar derjenigen von Wildtyp- 
Adenoviren erreicht. 
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Beispiel 1 1 : Strukrureller Aufbau des adenoviralen Vektors Xvir03 

Fig.16 zeigt den strukturellen Aufbau des adenoviralen Vektors Xvir03. Das Adenovirus 
Xvir03 ist ein sogenanntes El/E3-deletiertes Adenovirus. Das heisst, dass keine fiir die 
adenovirale Replikation funktionellen El A, E1B und E3 Proteine hergestellt werden. Die 
Deletion der El Region erstreckt sich von 342 - 3528; die Deletion der E3 Region von 
Aminosaureposition 27865 - 30995. Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff „E1- 
deletiertes Virus ein solches Virus, bei dem El funktional nicht mehr aktiv ist. Dies kann 
durch eine Inaktivierung bei ansonsten weitestgehend intakter Nukleinsaure- bzw. 
Aminosauresequenz erfolgen, kann jedoch auch eine unterscbiedlich grofie Deletion des ffir 
"1-Region kodierenden Proteine bedeuten. Durch das Fehlen des El A und E1B Proteins bzw. 
[er daffir codierenden Nukleinsauren wird die E4-Region, z.B. E4orf6, nicht oder nur sehr 
schwach (ca. 1-5% im Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus) exprimiert. In der El-Region 
werden die viralen Gene ElB55k und E4orf6 vennittelt durch den in den Xvir 03 
eingefUhrten, heterologen CMV-Promoter (Firma Clontech: Plasmid pShuttle) exprimiert. 
Anstelle des CMV-Promotors konnen auch jene hierien beschriebenen Promotoren verwendet 
werden, wie im Zusammenhang mit der Expression von E1A offenbart. Der offene 
Leserahmen beider Gene ist fiber eine sogenante IRES-Sequenz (engl.: internal ribosomal 
entry site) miteinander verbunden (Pelletier, J. and Sonenberg, N. Nature, 1988, 334, 320- 
325). Dieses Element (Firma Novagen: pCITE) erlaubt die Expression von 2 Proteinen aus 
einermRNA. 



ei der Herstellung des Vektors wurde wie folgt vorgegangen: 



Das Plasmid ElB55k-pShuttle ging durch Umklonierung des offenen Leserahmen von 
ElB55k aus pCGNElB von M. Dobelstein (Uni Marburg) mit Xbal und Bfrl in den pShuttle- 
Vektor von Clontech hervor. AnschlieBend wurde ElB55k in pShuttle mit Apal linearisiert, 
die Enden geglattet und mit Nhel geschnitten. 

In einem zweiten Vektor, dem pcDNA3.1(+) (Invitrogen), wurden nacheinander das IRES- 
Element als PCR-Produkt mit dem pCITE-4a(+) der Firma Novagen als Template fiber TA- 
Klonierung in die EcoRV-Schnittstelle und das E4orf6 aus dem Plasmid pCMV-E4orf6 (M. 
Dobelstein, Uni Marburg) fiber BamHI hmeinkloniert = IRES-E4orf6-pcDNA3.1(+). IRES- 
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E4orf6 in pcDNA3.1 (+) wurde linearisert mit NotI, die Enden gegiattet und anschlieBend 
wurde das Fragment IRES-E40RF6 mit Nhel herausgeschnitten. Das Fragment IRES- 
E4or£F6 wurde mit dem geQffheten Vektor ElB55k-pShuttle (blunt, Nhel) verkniipft. Die 
Kassette wurde anschlieBend aus dem ElB55k-IRES-E4orf6-pShuttle zusammen mit dem 
CMV-Promotor und dem bovine growth hormone (BGH)-PolyA in das AE1, AE3 Adeno-X- 
Plasmid (Clontech) mit I-Ceu I und Pl-Scel kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf6 
bezeichnet. Danach erfolgte die AdenovirushersteUung nach Herstellerangaben (Clontech). 
Das mit Pad linearisierte Adenoplasmid mit dem Expressionselement CMV-ElB55k-IRES- 
E4orf6-BGH polyA wurde mit in HEK293 Zellen transfiziert und nach 11 Tagen post 
transfectionem die sich ablosenden Zellen zusammen mit dem Medium abgenommen, um 
|Urch wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen die entstandenen Adenoviren freizusetzten. 

Der vorstehend beschriebene Vektor eignet sich grundsatzlich wie die anderen hierin 
beschriebenen erfindungsgemaB zu verwendenden Viren. Insbesondere ist der vorstehend 
beschriebene Vektor dazu geeignet, in YB-l-Kern-positiven Zellen sowie Zellen, in denen 
YB-1 dereguliert, d.h. im Vergleich zu Normal-Zellen bzw. Nicht-Tumorzellen 
ttberexprimiert vorliegt, zu replizieren und insoweit eine Lyse herbeizuftihren. Die 
Anwendung dieses Vektors erstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten und 
Patientengruppen oder Patientenkollektive, die fur die anderen hierin beschriebenen 
erfindungsgemaB zu verwendenden Adenoviren und erfindungsgemiiBen Adenoviren 
offenbart sind. 



Beispiel 12: Struktureller Aufbau des adenoviralen Vektors Xvir03/01 

Wie aus Fig. 17 ersichtlich, ist XVIR03/01 eine Weiterentwicklung von XVIR03. Dabei 
konnen in der E3 Region therapeutische Gene wie beispielsweise die hierin beschriebenen 
Gene und Transgene kloniert werden. Zudem wurde eine Deletion in der E4-Region 
eingemhrt, um eine homologe Rekombination mit dem E4or£6 aus der Expressionskassette 
von Xvir03 zu vermeiden. Dies fuhrt auch dazu, dass bei diesem Konstrukt grofiere 
Transgene kloniert werden konnen. Die teil-deletierte E3-Region enthalt fur das Einsetzen 
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einer Kassette nutzbare Sad, Ndel und Nhel- Schnittstellen, in die beispielsweise die 
therapeutischen Transgene einkloniert werden k6nnen. 

Vorbereitung eines Plasmids zur Klonierung therapeutischer Gene in die E3-Region 
sowie zur Deletion in der E4~Region: 

Das pAdenoX-Plasmid von Clontech verftlgt iiber eine Sful -Schnittstelle hinter der 3* ITR- 
Region, die im wildtyp Adenovirus fehlt. Die E3-E4-Region wurde mit Spel (Position 23644) 
und Sful aus pAdenoX (Clontech) in pcDNA3.1(+) (Ihvitrogen) ubernommen = pcDNA3.1- 
E3A27865-30995-E4. Der GroBteil des E40RF6, namlich 33241-33875 wurde mittels PstI 
tfenit = pcDNA3.1-E3A27865-30995,E4A33241-33875. Ftir die Weiterentwicklung von 
03 wurde der modifizierte E3/E4-Bereich aus pcDNA3.1-E3A27865-30995,E4A33241- 
33875 mittels Sful und Spel in das Plasmid pAdenoX kloniert = pAdenoX E3A27865- 
30995,E4A33241-33875. 



A fcntfen 
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Die Expressionskassette wurde anschlieBend wie ftir Xvir03 beschrieben aus dem ElB55k- 
IRES-E4orf6-pShuttle zusammen mit dem CMV-Promotor und dem bovine growth hormone 
(BGH)-PolyA in das pAdenoX E3A27865-30995,E4A33241-33875 mit I-Ceu I und Pl-Scel 
kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf6-AE4 bezeichnet. Danach erfolgte die 
Adenovirusherstellung nach Herstellerangaben (Clontech). 



>r vorstehend beschriebene Vektor eignet sich grundsatzlich wie die anderen hierin 
eschriebenen erfindxmgsgemaB zu verwendenden Viren. Insbesondere ist der vorstehend 
beschriebene Vektor dazu geeignet, bei YB-l-Kern-positiven Zellen sowie Zellen, in denen 
YB-1 dereguliert, d.h. im Vergleich zu Normal-Zellen bzw. Nicht-Tumorzellen 
uberexprimiert vorliegt zu replizieren und insoweit eine Lyse herbeizufuhren. Die 
Anwendung dieses Vektors erstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten imd 
Patientengruppen oder Patientenkollektive, die fur die anderen hierin beschriebenen 
erfindungsgemafi zu verwendenden Adenoviren und erfindungsgemafien Adenoviren 
offenbart sind. 
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Beispiel 13: Onkolytische Wirkung von Xvir 03 in 257 RDB- und 181 RDB-Zellen 

Pro Napf einer Platte mit sechs Napfen (engl. 6 well plate) wurden jeweils 100.000 Zellen 
(257RDB und 181RDB) ausplattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen wie in Fig. 18 
dargestellt mit Ad312 (20pfu/Zelle) und Xvir03 (5pfu/Zelle) infiziert. Die Infektion erfolgte 
in 500 uL serumfreie DMEM-Medium fur 1 h bei 37° C. AnschlieBend wurde das 
Infektionsmedium entfernt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach 5 
Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer KristaUviolettfarbung. Das Ergebnis ist in 
Figs. 18A und 18B dargestellt. 



le aus Fig. 18A und 18B ersichtlich, zeigen die vielfachresistenten Zellen, welche YB-1 im 
:ern aufweisen, nach Infektion nut Ad312 und Xvir03 nur bei Xvir03 eine Lyse, wie durch 
KristaUviolettfarbung der Zellen dargestellt Dabei wird zunSchst das Medium entfernt 
AnschlieBend werden die Zellen mit Kristallviolett iiberschichtet (50 % ETOH, 3 % 
Formaldehyd, 5 % Essigsaure, 1 % Kristallviolett) und fur 5-10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach werden die Platten mit sechs Napfen mit Wasser griindUch gewaschen und 
bei Raumtemperatur getrocknet. 
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Es ist dem vorhegenden Erfinder bekannt dass ElA-deletierte Viren (z. B. Ad312), die 
jedoch keine transaktivierenden Adenoviren im Sinne der vorliegenden Erfmdung sind, bei 
hSheren MOI's sehr effizient rephzieren konnen (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 1981), die 
loch in der klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses Phanomen wird in der 
iteratur als „E1A-Iike activity" bezeichnet Der hier eingesetzte Adenovirus Ad312 ist ein 
ElA-deletiertes Virus. Bei der eingesetzten Menge (20 pfu/zelle), die noch oberhalb des 
klinisch wunschenswerten Titers liegt, werden die fruhen adenoviralen Gene wie z. B. 
ElB55k und E4orf6 nicht oder nur sehr gering exprimiert (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 
1981). Wie bereits beschrieben spielen diese Gene bzw. die Proteine eine bedeutende Rolle 
bei der viralen Replikation. Im Gegesatz dazu werden diese Gene bzw. Proteine beim 
Adenovirus Xvir03 exprimiert (Fig 16). Anhand der Fig. 18 A und 18B wird ersichtlich, dass 
die Expression der Gene ElB55k und E4orf6 zur einer effizienten viralen Replikation und 
Zellyse fuhren bei gleichzeitig geringem erforderUchen Infektionstiter (augedrttckt als MOI, 
pfu/Zelle). Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis, dass 
die Expression von E4orf6 und E1B-55K (und das Nicht-Vorhandensen von E1A) in 
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Verbindung mit der Kernlokalisation von YB-1 in der Lage ist, eine sehr effiziente 
adenoviral Replikation zu induzieren. Die dazu erforderliche Menge von nur 1 bis 5 
pfu/Zelle lasst jetzt eine klinischen Anwendung zu. 

Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis, dass das 
Vorhandensein von YB-1 im Kern, insbesondere Zellzyklus-unabhangig, erforderlich ist, urn 
die erfindungsgemaB zu verwendenden Viren zu einer Lyse von infizierten Zellen zu 
veranlassen. 



«ie in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen offenbarten 
[erkmale der Erfindung kSnnen sowohl einzeln als auch in beliebigen Kombinationen fur die 
VerwirkKchung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Anspriiche 

Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Herstellung eines 
Medikamentes, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fiir ein Onkogen oder 
Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das zumindest ein virales 
Gen, bevorzugterweise ein adenovirals Gen, transaktiviert, wobei das Gen 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 

2. Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Replikation in 
Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus 
replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus 
fiir ein Onkogen oder Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, 

'Sonnenstr. 8 • D-80331 Munchen • Tel.: 089/51 55 64 0 • FAX: 089/ 51 55 64 13 • e -mail: BOHMANN-LAW@t-online.de 
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wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und 
E3ADP umfasst. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 2, dadurch gekermzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, in Zellen repliziert, die YB-1 im Kern aufweisen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein E1A ist und/oder das Onkogen das fur E1A codierende Gen 
und/oder das Onkogenprotein El A ist. 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein E1A zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor- 
Genprodukts fahig ist. 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein E1A zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor- 
Genprodukts nicht fahig ist. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkoprotein E1A nicht die nuklare Idealisation von YB-1 induziert. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 3 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass 
das Medikament fur Patienten ist, deren Zellen Rb-positiv oder Rb-negativ sind. 

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen diejenigen 
Zellen sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiligt sind, der mit dem 
Medikament beeinflusst werden soil. 



Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zellen Rb-negativ und im Zellkern YB-1 posrtiv, insbesondere unabhangig vom 
Zellzyklus im Zellkern YB-1 positiv sind. 
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Verwendung nach einem der Anspruche 1 oder 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Medikament fur die Behandlung von Tumoren ist 

Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen, 
insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildenden Zellen eine Resistenz, 
insbesondere Mehrfachresistenz gegen pharmakologische Wirkstoffe, bevorzugter 
Weise Antitumormittel und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 

Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen eine 
Expression, bevorzugterweise eine Uberexpression des membranstandigen 
Transportproteins P-Glykoprotein zeigen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zellen p53-positiv oder p53-negativ sind. 

Verwendung nach einem der Anspruche 5 oder 7 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Onkogenprotein gegeniiber dem Wildtyp-Onkogenprotein El A eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, 
die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Deletionen des Bereichs CR3 xmd Deletionen 
des N-Terminus und Deletionen des C-Terminus umfasst. 

Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das E1A- 
Onkogenprotein an Rb binden kann. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Onkogenprotein gegenuber dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in der 
CRl-Region und/oder der CR2-Region ist. 



Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Onkogenprotein 
El A nicht an Rb zu binden in der Lage ist. 
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Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein, insbesondere E1A, unter der Kontrolle eines Gewebes- 
und/oder Tumor-spezifischen Promotors steht. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fur YB-1 codiert. 

Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass YB-1 unter der 
Kontrolle eines Gewebe- undYoder Tumor-spezifischen Promotors steht. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fur mindestens ein Protein codiert, das 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die E4orf6, E4orf3, ElB55k und adenovirals E3ADP- 
Protein umfasst. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 22 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zellen YB-1 im Kern aufweisen, insbesondere die den Tumor oder einen Teil davon 
ausbildenden Zellen YB-1 im Kern aufweisen. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Tumor YB-1 im Kern nach Induktion des Tranports von YB-1 in den Kern enthSlt. 

Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass der Transport von YB- 
1 in den Kern ausgeldst wird durch zumindest eine MaBnahme, die ausgewahlt ist aus 
der Gruppe, die Bestrahlung, Gabe von Zytostatika und Hyperthermic umfasst. 

Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die MaBnahme an einer 
Zelle, einem Organ oder einem Organismus angewandt wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewahlt ist aus der Gruppe, die AdA24, 
dl922-947, El Ad/01/07, dill 19/1 131, CB 016, dl520, und Viren, denen ein 
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exprimiertes virales Onkogen fehlt, das zur Bindung eines funktionellen Rb- 
Tumorsuppressor-Genprodukts Bhig ist, umfasst. 

Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenovirus, zur Herstellung eines 
Medikaments, wobei der Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass 
die Replikation durch YB-1 aber die AJctivierung des E2-Late-Promotors gesteuert 
wild, bevorzugterweise fiberwiegend fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors 
gesteuert wird. 

Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die 
YB-1 im Kern aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus, insbesondere der 
Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die Aktivierung 
des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise tiberwiegend fiber die 
Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

Virales Onkogenprotein, insbesondere isoliertes virales Onkogenprotein dadurch 
gekennzeichnet, dass dieses die folgenden Eigenschaften aufweist: 

a) Transaktivierung mindestens eines viralen Gens, das ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die ElB-55k, E3ADP und E4orf5 und E4orf3 umfasst; und 

b) keine Ihduktion von YB-1 in einem Zellkern, insbesondere in dem Zellkern der 
Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist. 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkoprotein El A ist. 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein gegenfiber dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, 
die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Deletion des Bereichs CR3, Deletion des N- 
Terminus und Deletion des C-Terminus umfasst. 
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Virales Onkogenprotein nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es an Rb zu 
binden in der Lage ist. 

Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein eine oder mehrer Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei 
die Deletion bevorzugt eine solche in der CRl-Region und/oder der CR2-Region des 
El A-Onkogenproteins ist. 

Virales Onkongenprotein nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

Verwendung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenviralen 
Replikationssystems, umfassend eine Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere 
einen Adenovirus, gemaB einem der Ansprilche 1 bis 29 codieit, und umfassend eine 
Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die Nukleinsaure des Helfervirus eine 
Nukleinsauresequenz umfasst, die fiir YB-1 codiert 

Verwendung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralen 
Replikationssystems nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass die virale 
Nukleinsaure, insbesondere die adenovirale Nukleinsaure und/oder die Nukleinsaure 
des Helfervirus als replizierbarer Vektor vorliegt. 

Verwendung einer Nukleinsaure codierend fur einen Virus, insbesondere einen 
Adenovirus gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 zur Herstellung eines 
Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fiir die Behandlung 
von Tumoren. 

Verwendimg nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen, 
insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildenden Zellen, eine Resistenz, 
insbesondere eine Mehrfachresistenz gegen pharmakologische Wirkstoffe, 
bevorzugterweise Antitumormittel, und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 
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Verwendung einer Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenvims, 
. gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im 
Kem aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus fiir ein Onkogen oder 
Onkogenprodukt codiert, das zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein 
adenovirales Gen transaktiviert, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die 
ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 

Verwendung einer Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, zur Herstellung eines Medikamentes, 
wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die 
Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise ttberwiegend 
ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors. 

Verwendung einer Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, zur Replikation in Zellen, wobei der 
Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 ttber die Aktivierung des E2- 
Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise tiberwiegend fiber die Aktivierung 
des E2-Late-Promotors gesteuert wird. 

Verwendung eines Vektors umfassend eine Nukleinsaure gemaB einem der Anspriiche 
36 bis 42 zur Verwendung gemaB einem der AnsprQche 1 bis 29. 

Verwendung eines mit YB-1 wechselwirkenden Mittels zur Charakterisierung von 
Zellen, Zellen eines Tumorgewebes oder Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit 
einem Virus, insbesondere einem Adenovirus, gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 
kontaktiert und/oder behandelt werden sollen. 

Verwendung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel ausgewahlt 
ist aus der Gruppe, die Antikoiper, Antikaline, Aptamere, Aptazyme und Spiegelmere 
umfasst. 



MANN & LOOSEN 



Verwendung des viralen Onkogenproteins nach einem der Anspriiche 30 bis 35 oder 
einer dafilr codierenden Nukleinsaure zur Herstellung eines Virus, insbesondere eines 
Adenovirus, wie er im Rahmen der Verwendungen nach einem der Anspriiche 1 bis 29 
verwendet wird. 

Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Anspriiche 1 
bis 29, wobei der Virus eine fur ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst. 

Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Anspriiche 1 
bis 29, wobei der Virus das Translations- und/oder das Transkriptionsprodukt eines 
Transgens umfasst, 

Verwendung eines adenoviralen Replikationssystems nach Anspruch 36 oder 37, 
wobei die Nukleinsaure des adenoviralen Replikationssystems und/oder die 
Nukleinsaure des Helfervirus ein Transgen oder eine fur ein Transgen codierende 
Nukleinsaure umfasst 

Verwendung einer Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 38 bis 42, wobei die 
Nukleinsaure ein Transgen oder eine fur ein Transgen codierende Nukleinsaure 
umfasst. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 47 bis 50, wobei das Transgen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Prodruggene, Zytokine, Apoptose-induzierende Gene, 
Tumorsuppressorgene, Gene fur Metalloproteinasen-Inhibitoren und Gene fur 
Angiogene-Inhibitoren umfasst. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 47 bis 50, wobei das Transgen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Nukleinsauren fur siRNA, fur Aptamere, ftir Antisense-Molekttle 
und fur Ribozyme umfasst, wobei die siRNA, die Aptamere, die Antisense-Molekiile 
und/oder die Ribozyme gegen ein Zielmolekul gerichtet ist. 

Verwendung nach Anspruch 52, wobei das Zielmolekiil ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, 
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Angiogenese-Faktoren, 



DNA-Synthese-Enzyme, 



DNA-Reparaturenzyme, 



Wachstumsfaktoren, Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, 
Metalloproteinasen, insbesondere Matrix-Metalloproteiiikinasen, und 
Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ umfasst. 

Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Medikament 
weiterhin mindestens eine pharmazeutisch wirksame Verbindung enthalt. 

Verwendung nach Anspruch 54, wobei die pharmazeutisch wirksame Verbindung 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Zytokine, Metalloproteinasen-Inhibitoren, 
Angiogenese-Inhibitoren, Cytostatika und Zellzyklus-Ihhibitoren umfasst. 
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Zusammenfassimg 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines 
Adenovirus, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus replikationsdefizient ist in 
ZeUen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus fur ein Onlcogen oder 
Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das zumindest ein virales Gen, 
bevorzugterweise ein adenovirals Gen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewShlt ist aus der 
►pe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 
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